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Stromal antigen 2 (STAG2) is one of the four components of the highly conserved 
cohesin complex which is responsible for sister chromatid segregation, chromatin 
structure, gene expression, and DNA repair. STAG2 is also one of the 12 most 
mutated genes in cancer, however, the cause of the mutations or their importance 
for carcinogenesis remains controversial. The purpose of this study was to explore if 
Stag2 is a microRNA target. To test this hypothesis, different bioinformatics 
programs were initially combined to identify putative evolutionary conserved 
microRNA sites in the 3’UTR of Stag2 mRNA. Four microRNAs, miR-21, miR-22, miR-
101 and miR-124 were selected for further analysis. Luciferase Assay, RT-qPCR and 
Western blotting were performed in HEK293 and U2OS cells transfected with either 
microRNA mimics or inhibitors to evaluate the affinity of these microRNAs for Stag2 
mRNA. We found that miR-21 and miR-22 were the only ones to consistently 
regulate the levels of Stag2 mRNA and protein. Lastly, we found an anti-correlation 
between Stag2 mRNA levels and that of miR-21 and miR-22 expression in 47 
different cell lines. 
In conclusion, miR-21 and miR-22 physiologically silence Stag2 mRNA and protein 














Η πρωτεΐνη STAG2 (stromal antigen 2) είναι ένα από τα τέσσερα συστατικά του 
υψηλά συντηρημένου συμπλόκου των κοχεσινών το οποίο είναι υπεύθυνο για τον 
διαχωρισμό των αδελφών χρωματίδων, τη δομή της χρωματίνης, τη γονιδιακή 
έκφραση και την επιδιόρθωση του DNA. Η STAG2 είναι ένα από τα 12 πλέον 
μεταλλαγμένα γονίδια σε διαφορετικούς τύπους καρκίνου, ωστόσο, ο μηχανισμός 
που οδηγεί στη μετάλλαξη του γονιδίου και εάν αυτό σχετίζεται με καρκινογένεση 
παραμένει αμφιλεγόμενος. Ο σκοπός αυτής της μελέτης ήταν να βρεθεί εάν η Stag2 
ρυθμίζεται φυσιολογικά από microRNAs. Για να διαπιστωθεί αυτή η υπόθεση, 
αρχικά χρησιμοποιήθηκαν προγράμματα βιοπληροφορικής για να προσδιοριστούν 
microRNAs που μπορούν να υβριδοποιηθούν σε αυτό. Βρέθηκαν 4 πιθανά 
microRNAs, τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 με υψηλή συγγένεια και 
συμπληρωματικά για το 3’UTR του Stag2 mRNA. Στη συνέχεια, διεξήχθησαν 
πειράματα λουσιφεράσης, RT-qPCR και Western blot σε HEK293 και U2OS κύτταρα 
που διαμολύνθηκαν με mimic και inhibitor αυτών των microRNAs. Διαπιστώθηκε ότι 
μόνο τα miR-21 και miR-22 μείωναν με συνέπεια  τα επίπεδα του Stag2 mRNA και 
πρωτεΐνης. Τέλος, μελετώντας 47 διαφορετικές κυτταρικές σειρές διαπιστώθηκε ότι 
υπάρχει αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων του Stag2 mRNA και αυτών 
των miR-21 και miR-22. 
Συμπερασματικά, το miR-21 και το miR-22 συμβάλλουν στην αποσιώπηση της 



































Τα κύτταρα έχουν ακριβείς μηχανισμούς για τον έλεγχο της συνοχής των αδελφών 
χρωματίδων κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης, έτσι ώστε να διασφαλιστεί 
η κατάλληλη κατανομή του γενετικού υλικού στα θυγατρικά κύτταρα. Η κύρια 
μοριακή οντότητα σε αυτή τη διαδικασία είναι το εξαιρετικά εξελικτικά 
συντηρημένο σύμπλοκο των κοχεσινών. Οι κοχεσίνες είναι ένα σύμπλεγμα 
πρωτεϊνών που έχει σημαντικό ρόλο στη συνοχή των αδελφών χρωματίδων, στη 
δομή της χρωματίνης, στην έκφραση γονιδίων και στην επιδιόρθωση του DNA. Οι 
κοχεσίνες αναγνωρίστηκαν αρχικά σε ζυμομύκητες λόγω μεταλλάξεων που 
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εμφάνιζαν πρόωρο διαχωρισμό των αδελφών χρωματίδων και σύντομα στη 
συνέχεια βρέθηκαν να σχηματίζουν ένα σύμπλεγμα που απαιτείται για την συνοχή 
των αδελφών χρωματίδων στα εκχυλίσματα αυγού Xenopus και στα κύτταρα 
θηλαστικών [1], [2]. Στους ανθρώπους, οι κοχεσίνες είναι ένα πανταχού παρών 
πρωτεϊνικό σύμπλοκο, πολλαπλών υπομονάδων που αποτελείται από τις κύριες 
υπομονάδες  SMC1A, SMC3, RAD21, STAG1 / 2 και από τις ρυθμιστικές υπομονάδες 
των WAPL, PDS5A / B, CDCA5, NIPBL και MAU2. Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι 
γονίδια που κωδικοποιούν υπομονάδες των κοχεσινών αλλά και ρυθμιστικές 
πρωτεΐνες αυτών μεταλλάσσονται σε ένα ευρύ φάσμα ανθρώπινων καρκίνων [3]–
[6] και σε σύνδρομα αναπτυξιακών διαταραχών. [7]–[9]. 
 
1.1.1 Δομή Κοχεσινών 
 
Στα σωματικά κύτταρα σπονδυλωτών, το σύμπλεγμα των κοχεσινών αποτελείται 
από τέσσερις βασικές πρωτεϊνικές υπομονάδες, τις SMC1A (structural maintenance 
of chromosomes protein 1Α), SMC3 (structural maintenance of chromosomes 
protein 3),  RAD21 (double-strand-break protein rad21 homolog) και είτε STAG1 ή 
STAG2 (cohesion subunit SA1 / 2). Αρκετές επιπρόσθετες πρωτεΐνες χρησιμεύουν 
κυρίως για τη ρύθμιση του κύριου συμπλέγματος των κοχεσινών, 
συμπεριλαμβανομένης της NIPBL (Nipped-B-like protein) και της MAU2 (MAU2 
chromatid cohesion factor homolog) οι οποίες απαιτούνται για τη φόρτωση των 
κοχεσινών στη χρωματίνη. Οι WAPL (wings apart-like protein homolog), PDS5A και 
PDS5B (sister chromatid cohesion protein PDS homolog A and B) απαιτούνται για την 
εκφόρτωση των κοχεσινών από τη χρωματίνη ενώ η CDCA5 (sororin) εμπλέκεται 
στην ίδρυση της σύνδεσης των αδελφών χρωματίδων μεταξύ τους. Οι κύριες 
υπομονάδες των κοχεσινών πιστεύεται ότι σχηματίζουν μια δομή που μοιάζει με 
δακτύλιο που περικυκλώνει την χρωματίνη για να ενώσει τις αδελφές χρωματίδες 
και να φέρει μαζί διαφορετικά αποκλίνοντες περιοχές της χρωματίνης. Το πιο 
ευρέως αποδεκτό τρέχον μοντέλο απεικονίζεται στην Εικόνα 1. Εν συντομία, οι 
υπομονάδες SMC1A και SMC3 διμερίζονται μέσω των τομέων αρθρώσεών τους, 
σχηματίζοντας ένα σχήμα V που συνδέεται στο κάτω μέρος με τη λεγόμενη 
"υπομονάδα kleisin" RAD21 για τον σχηματισμό ενός τριμερούς δακτυλίου. Στη 
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συνέχεια, η RAD21 δεσμεύει μια υπομονάδα αλληλεπίδρασης kleisin και είτε STAG1 
είτε STAG2. Οι ρυθμιστικοί παράγοντες δεσμεύονται στη συνέχεια στο σύμπλεγμα 
όπως και όταν απαιτείται [10]–[12]. 
                                         
Εικόνα 1. Μοντέλο των κοχεσινών [6]. 
1.1.2 Φόρτωση και Εκφόρτωση των Κοχεσινών στη Χρωματίνη 
 
Για να επιτευχθεί αποτελεσματική συνοχή και ακριβής διαχωρισμός των αδελφών 
χρωματίδων στα θυγατρικά κύτταρα, η συνεκτικότητα στη φόρτωση και εκφόρτωση 
των κοχεσινών στο DNA ρυθμίζεται στενά κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου 
(Εικόνα 2). Η φόρτωση και η εκφόρτωση των κοχεσινών συμβαίνει ως μια δυναμική 
διαδικασία που αρχίζει στα αρχικά στάδια της G1 φάσης. Η φόρτωση απαιτεί το 
ετεροδιμερές NIPBL / MAU2 να δεσμεύεται στις κύριες πρωτεϊνικές υπομονάδες 
των κοχεσινών, διεγείροντας τη δραστικότητα της ΑΤΡάσης του SMC1A / SMC3. 
Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τον παροδικό διαχωρισμό της περιοχής άρθρωσης, 
επιτρέποντας στο σύμπλεγμα να περικλείει την χρωματίνη [13]. Η εκφόρτωση των 
κοχεσινών από τη χρωματίνη σε αυτό το στάδιο εξαρτάται από τη σύνδεση των 
11 
 
WAPL και PDS5A/B [14]. Προκειμένου να επιτευχθεί συνοχή κατά την αντιγραφή 
του DNA, σταθεροποιείται το συνδεδεμένο με χρωματίνη κλάσμα των κοχεσινών. Η 
σταθεροποίηση απαιτεί τόσο την μετα-μεταφραστική τροποποίηση του SMC3 από 
τις ακετυλοτρανσφεράσες των κοχεσινών, ESCO1 και ESCO2, όσο και την 
μετατόπιση του WAPL με τη δέσμευση του CDCA5 στο PDS5A/B, η οποία εμποδίζει 
την εκφόρτωση εξαρτώμενη από το WAPL και την PDS5A/B [14], [15]. Μόλις τα 
κύτταρα εισέλθουν στη μίτωση, το σύμπλεγμα των κοχεσινών απομακρύνεται από 
τους βραχίονες των χρωμοσωμάτων μέσω μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων 
των CDCA5 και STAG1/2, οι οποίες προάγουν την απομάκρυνση του CDCA5, 
επιτρέποντας την εξαρτώμενη από WAPL εκφόρτωση. Ένα μικρό ποσοστό των 
κοχεσινών προστατεύεται κατά τη διαδικασία αυτή από την SGO1 (Shugosin) και 
παραμένει στο κεντρομερές [16]–[19]. Κατά την έναρξη της αναφάσης, η 
κεντρομερική συνοχή εξασθενεί μέσω της διάσπασης του RAD21 από τη 
διαχωριστική πρωτεάση κυστεΐνης, επιτρέποντας το διαχωρισμό των αδελφών 




Εικόνα 2. Οι κοχεσίνες και οι ρυθμιστές τους κατά τη διάρκεια του κυτταρικού 
κύκλου. Οι κοχεσίνες φορτώνονται στη χρωματίνη από τις Nipbl-Mau2 καθ 'όλη τη 
διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, ξεκινώντας από την πρώιμη G1. Οι Pds5 και Wapl 
συσχετίζονται με τις χρωματίδες που δεσμεύονται με τις κοχεσίνες και προάγουν 
την εκφόρτωσή της. Τα σύμπλοκα της κοχεσίνης μπορεί να περικυκλώνουν μία απλή 
ίνα χρωματίνης ή δύο ίνες στη βάση ενός βρόχου χρωματίνης που φέρνει πιο κοντά 
απομακρυσμένες περιοχές του DNA. Κατά τη διάρκεια της φάσης S, η ακετυλίωση 
του Smc3 από την Esco1/2 CoATs και η στρατολόγηση της πρωτεΐνης Sororin, που 
διευκολύνεται από το Pds5A/B (δεν απεικονίζεται), έχει ως αποτέλεσμα την 
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εγκαθίδρυση της συνοχής. Ένα κλάσμα των κοχεσινών παραμένει ενεργό ακόμη και 
μετά την αντιγραφή του DNA (δεν απεικονίζεται).  Στην πρόφαση, το μεγαλύτερο 
μέρος των κοχεσινών απομακρύνεται από τη χρωματίνη σε μια διαδικασία που 
απαιτεί την Wapl και τη φωσφορυλίωση των κοχεσινών και της Sororin. Η Sgo1 και 
η φωσφατάση PP2A εμποδίζουν τη διάσπαση ενός μεγάλου μέρους των κοχεσινών, 
κυρίως στα κεντρομερή. Αυτός ο πληθυσμός απομακρύνεται στην αρχή της 
ανάφασης όταν καταστρέφεται η Securin (που δεν απεικονίζεται) και η ενεργός 
Separase αποκόπτει την Rad21 [23]. 
 
 
1.1.3 Λειτουργία Κοχεσινών 
 
Ο δακτύλιος των κοχεσινών έχει πολλές λειτουργίες: 
1. Χρησιμοποιείται για τη διατήρηση των αδελφών χρωματίδων συνδεδεμένες 
μεταξύ τους κατά τη διάρκεια της μετάφασης, εξασφαλίζοντας ότι κατά τη διάρκεια 
της μίτωσης (και της μείωσης), κάθε αδελφή χρωματίδα διαχωρίζεται σε αντίθετους 
πόλους. Χωρίς τις κοχεσίνες, το κύτταρο θα ήταν ανίκανο να ελέγξει τον διαχωρισμό 
των αδελφών χρωματίδων, δεδομένου ότι δεν θα υπήρχε κανένας τρόπος να 
διασφαλιστεί εάν οι άξονες της ατράκτου που συνδέεται σε κάθε αδελφή 
χρωματίδα προέρχεται από διαφορετικό πόλο [24]–[29]. 
2. Διευκολύνει την προσάρτηση της ατράκτου στα χρωμοσώματα [30]. 
3. Διευκολύνει την επιδιόρθωση του DNA με την μέθοδο του ομόλογου 
ανασυνδυασμού [31]–[35]. 
4. Πρόσφατα έχουν ανακαλυφθεί πολλές νέες λειτουργίες του συμπλέγματος των 
κοχεσινών σε πολλές διαφορετικές κυτταρικές διεργασίες. Έχει αποδειχθεί ότι είναι 
υπεύθυνες για τη ρύθμιση της μεταγραφής, την επισκευή της δίκλωνης ρήξης του 
DNA, τη συμπύκνωση των χρωμοσωμάτων, τη σύζευξη ομόλογων χρωμοσωμάτων 
κατά τη διάρκεια της μείωσης Ι, τον μονο-προσανατολισμό του κινετοχώρου των 
αδελφών χρωματίδων κατά τη διάρκεια της μείωσης Ι, τη μη ομόλογη σύζευξη 
κεντρομερούς, την αρχιτεκτονική και την αναδιάταξη του χρωμοσώματος και για το 





Εικόνα 3. Λειτουργίες των κοχεσινών. Οι κοχεσίνες παίζουν σημαντικούς ρόλους σε 
αρκετές κυτταρικές διεργασίες που περιλαμβάνουν το DNA. Αυτοί οι ρόλοι 
βασίζονται στην ικανότητα των κοχεσινών να συγκρατούν τους δύο κλώνους του 
DΝΑ σε trans (τις δύο αδελφές χρωματίδες) ή σε cis (π.χ., στη βάση ενός βρόχου 
χρωματίνης). Ο ακριβής διαχωρισμός χρωμοσωμάτων στη μίτωση και τη μείωση, η 
επιδιόρθωση του DNA με ομόλογο ανασυνδυασμό και η επανεκκίνηση ή / και η 
προστασία της σταματημένης θηλιάς αντιγραφής χρειάζονται την συνοχή των 
αδελφών χρωματίδων (αριστερά). Ο βρόχος που δημιουργείται από τις κοχεσίνες σε 
συνεργασία με τον μεταγραφικό παράγοντα CTCF, ή άλλους μεταγραφικούς 
παράγοντες, μεταξύ άλλων, πιθανόν παρέχει μια σημαντική οργανωτική αρχή για το 
γονιδίωμα (δεξιά). Αυτή η οργάνωση ρυθμίζει τη μεταγραφή τόσο σε ολόκληρο το 
γονιδίωμα, μέσω της δημιουργίας ενεργών / σιωπηλών περιοχών, και τοπικά, 
διευκολύνοντας τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ ενισχυτή και υποκινητών που 
απαιτούνται για την έκφραση γονιδίου ή για την απελευθέρωση παύσης της RNA 
Pol II. Διευκολύνει επίσης την πυροδότηση συντονισμένης προέλευσης στα 
εργοστάσια υψηλής έκφρασης και  ανασυνδυασμού σε γενετικούς τόπους όπως IgH 
ή TCRa. Για λόγους απλούστευσης, απεικονίζεται ένας απλός δακτύλιος κοχεσίνης 






1.1.4 Μηχανισμός Δράσης των Κοχεσινών 
 
Ο μηχανισμός δράσης των κοχεσινών δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί. Υπάρχουν 
δύο πιθανά σενάρια: 
1.  Οι υπομονάδες των κοχεσινών συνδέονται με κάθε αδελφή χρωματίδα και 
σχηματίζουν μια γέφυρα μεταξύ των δύο. 
2.  Δεδομένου ότι οι κοχεσίνες σχηματίζουν μια δομή δακτυλίου, είναι σε θέση να 
περικυκλώνουν μαζί τις αδελφές χρωματίδες (handcuff model). 
Τα τρέχοντα στοιχεία δείχνουν ότι το δεύτερο σενάριο είναι το πιο πιθανό. Οι 
πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για τη συνοχή των αδελφών χρωματίδων, όπως οι 
Smc3 και Scc1, δεν ρυθμίζουν τον σχηματισμό ομοιοπολικών δεσμών μεταξύ των 
κοχεσινών και του DNA, υποδεικνύοντας ότι η αλληλεπίδραση του DNA δεν επαρκεί 
για τη συνοχή [38]. Επιπροσθέτως, η διαταραχή της δομής δακτυλίου των 
κοχεσινών μέσω της διάσπασης των Smc3 ή Scc1 προκαλεί πρόωρο διαχωρισμό των 
αδελφών χρωματίδων in vivo [39]. Αυτό δείχνει ότι η δομή του δακτυλίου είναι 
σημαντική για τη λειτουργία των κοχεσινών. Παρόλο που η υπόθεση του δακτυλίου 
φαίνεται να είναι έγκυρη, εξακολουθούν να υπάρχουν ερωτήσεις σχετικά με τον 
αριθμό των δακτυλίων που απαιτούνται για να διατηρηθούν μαζί οι αδελφές 
χρωματίδες. Μια πιθανότητα είναι ότι ένας δακτύλιος περιβάλλει τις δύο 
χρωματίδες. Μια άλλη πιθανότητα είναι η δημιουργία ενός διμερούς όπου κάθε 
δακτύλιος να περιβάλλει μια αδελφή χρωματίδα. Οι δύο δακτύλιοι συνδέονται 
μεταξύ τους μέσω του σχηματισμού μιας γέφυρας που συγκρατεί μαζί τις δύο 
αδελφές χρωματίδες. Η σύνδεση των δύο αδελφών χρωματίδων μαζί από τις 
κοχεσίνες εγκαθιδρύεται στη φάση S κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγής του DNA 
για να κρατήσει τις αδελφές χρωματίδες κοντά για να γίνει ο ανασυνδυασμός και η 
επιδιόρθωση [31]. Τα σύμπλοκα συνδέονται με τα χρωμοσώματα πριν από τον 
διπλασιασμό του DNA. Όταν τα κύτταρα αρχίσουν να αναπαράγουν το DNA τους, οι 
δακτύλιοι των κοχεσινών κλείνουν και συνδέουν τις αδελφές χρωματίδες μαζί [38]. 
Τα συμπλέγματα της κοχεσίνης πρέπει να είναι παρόντα κατά τη φάση S για να 
επιτευχθεί η συνοχή. Οι κοχεσίνες πρέπει να συνδέουν τα χρωμοσώματα πριν από 
την έναρξη της αντιγραφής του DNA ώστε να είναι σε θέση να δημιουργήσουν 
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λειτουργικούς δεσμούς. Η φόρτωση των κοχεσινών στο DNA εξαρτάται από το 
σύμπλεγμα φορτωτή των κοχεσινών Scc2-Scc4 [20], [40]. 
 
1.1.5 Τα Παράλογα Γονίδια STAG1, STAG2, STAG3 
 
Κάθε πρωτεϊνικό σύμπλοκο κοχεσινών αποτελείται από τις SMC1A, SMC3, RAD21 
και ένα από τα τρία παράλογα γονίδια, είτε STAG1 ή STAG2 ή STAG3 αλλά όχι δύο 
από αυτά [41], [42]. Η STAG1 έχει δειχθεί ότι είναι μέρος του πρωτεϊνικού 
συμπλόκου των κοχεσινών που συγκρατούν τις αδελφές χρωματίδες στους 
βραχίονες και στα τελομερή των χρωμοσωμάτων, ενώ η STAG2 υπομονάδα 
εντοπίζεται στα σύμπλοκα των κοχεσινών που συγκρατούν τις αδελφές χρωματίδες 
στα κεντρομερή των χρωμοσωμάτων [43]. Επίσης, η STAG2 υπερέχει στην ποσότητα 
ενάντια της STAG1 στα σωματικά κύτταρα, καθώς βρέθηκε ότι υπάρχει αναλογία 
12-15 μόρια STAG2 προς 1 STAG1, στα κύτταρα HeLa [44]. Τέλος, η STAG3 μαζί με 
τις SMC1β, SMC3 και REC8 φαίνεται να συμμετέχουν στην συνοχή των αδελφών 
χρωματίδων καθ’ όλη τη μειωτική διαδικασία στα ανθρώπινα ωοκύτταρα. Οι 
πρωτεΐνες SMC1ß, REC8 και STAG3 είναι ειδικές κοχεσίνες για τη διαδικασία της 
μείωσης [45]. Η πρωτεΐνη STAG3 φαίνεται να είναι απαραίτητη για τη μείωση των 
θηλυκών ατόμων. Μια ομοζυγωτική μετάλλαξη μετατόπισης πλαισίου ανάγνωσης 
στο γονίδιο Stag3 ταυτοποιήθηκε σε μια μεγάλη συγγενή οικογένεια με πρόωρη 
ωοθηκική ανεπάρκεια [46]. Επίσης, τα θηλυκά ποντίκια που δεν έχουν λειτουργικό 
γονίδιο Stag3 είναι στείρα και τα εμβρυϊκά ωοκύτταρά τους σταματούν στην 
πρώιμη πρόφαση 1. 
 
 
1.2 Η Κοχεσίνη STAG2 
 
Το γονίδιο Stag2 η αλλιώς stromal antigen 2 βρίσκεται στον μακρύ άξονα του X 
χρωμοσώματος και πιο συγκεκριμένα στην χρωμοσωμική θέση Xq25 από το ζεύγος 
βάσεων 123,094,475 μέχρι και το ζεύγος βάσεων 123,236,505 (GRCh38/hg38 
assembly). Το γονίδιο αυτό έχει μήκος 142,031 ζεύγη βάσεων και κωδικοποιεί 
πρωτεΐνη με μέγεθος 1,231 αμινοξέα και μοριακή μάζα 141 kDa. Ανακαλύφθηκε το 
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1997 με την διαλογή μίας βιβλιοθήκης cDNA ανθρώπινου θύμου αδένα με ένα 
cDNA SA1 ποντικού, απομονώθηκε ένα cDNA που κωδικοποιεί το STAG2, το οποίο 
ονόμασαν SA2. Η τελική πρωτεΐνη βρέθηκε ότι είχε 1,162 αμινοξέα και η 
αλληλουχία της είναι 78% παρόμοια με εκείνη του STAG1. [47]. Με 
ανοσοκατακρήμνιση και αναλύσεις ανοσοστυπώματος κατά Western, δείχθηκε ότι 
το προϊόν του γονιδίου του STAG2 εκφράζεται ως πρωτεΐνη περίπου 140kD που 
συναρμολογείται με τις πρωτεΐνες των κοχεσινών SMC1, SMC3 και SCC1 (RAD21). Το 
σύμπλοκο των κοχεσινών συν-κατακρημνίζεται επίσης με την PDS5, αλλά με έναν 
λιγότερο σταθερό τρόπο από ότι οι πρωτεΐνες στο συγκρότημα των κοχεσινών. Η 
μικροσκοπία ανοσοφθορισμού κατέδειξε μη πυρηνική έκφραση του STAG2 κατά το 
στάδιο της μεσόφασης και της πρώιμης πρόφασης, αλλά δεν υπήρχε έκφραση του 
STAG2 ξανά μέχρι την τελοφάση, με την έναρξη της αποσυμπύκνωσης των 
χρωμοσωμάτων. Ο τρόπος έκφρασης του STAG2 είναι παρόμοιος με εκείνον των 
STAG1, PDS5 και των άλλων υπομονάδων των κοχεσινών. Η αποδιάταξη των 
κοχεσινών βρέθηκε να είναι ανεξάρτητη από το σύμπλοκο προαγωγής της 
ανάφασης (APC) [42]. Προτάθηκε ότι υπάρχει ένα σηματοδοτικό μονοπάτι κατά το 
στάδιο της πρόφασης που απομακρύνει το μεγαλύτερο μέρος των συμπλόκων των 
κοχεσινών, επιτρέποντας έτσι τη συμπύκνωση χρωμοσωμάτων ενώ απελευθερώνει 
τη συνοχή μεταξύ των βραχιόνων των χρωμοσωμάτων και ότι η υπολειμματικές 
κοχεσίνες απομακρύνονται μέσω ενός μονοπατιού κατά το στάδιο της αναφάσης 
[42]. Η STAG2 φωσφορυλιώνεται από την PLK1 κατά τη διάρκεια της πρόφασης και 
πιθανότατα έτσι τα περισσότερα σύμπλοκα της κοχεσίνης διαχωρίζονται από τη 
χρωματίνη εκτός από τα κεντρομερικά σύμπλοκα, όπου παραμένει ένα ποσοστό 
των αρχικών συμπλόκων κοχεσίνης [48], [49].  
 
 
1.2.1 Ο Ρόλος της STAG2 στον Καρκίνο. 
 
Πρόσφατες παν-καρκινικές μελέτες τοποθέτησαν το σύμπλεγμα των κοχεσινών και 
των ρυθμιστών του ανάμεσα στα πρωτεϊνικά δίκτυα που είναι πιο συχνά 
μεταλλαγμένα στον καρκίνο [3]–[5] (Εικόνα 4). Η ελαττωματική ικανότητα των 
κυττάρων να επιτελέσουν σωστά τον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων και η 
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ανευπλοειδία, δηλαδή μια απόκλιση από τον αναμενόμενο διπλοειδές αριθμό των 
ανθρώπινων χρωμοσωμάτων, αποτελούν σημεία αναφοράς για τον καρκίνο, που 
αναγνωρίστηκαν για πρώτη φορά από τον Theodor Boveri πριν από περισσότερα 
από εκατό χρόνια, ωστόσο τα γενετικά στοιχεία της ανευπλοειδίας παραμένουν 
ασαφή [49],[50]. Δεδομένου της λειτουργίας της στον έλεγχο του σωστού 
διαχωρισμού των αδελφών χρωματίδων, η δυσλειτουργία του συμπλέγματος της 
κοχεσίνης υποτίθεται ότι συμβάλλει στην ανάπτυξη της ανευπλοειδίας κατά τη 
διάρκεια της ογκογένεσης μετά από την απομόνωση και τον χαρακτηρισμό της στα 
τέλη της δεκαετίας του 1990. Η πρώτη αναφορά μετάλλαξης γονιδίων των 
κοχεσινών σε όγκους ανθρώπων ήταν το 2008 από τους Barber TD et al. όπου 
βρέθηκαν σωματικές μεταλλάξεις των SMC1A, SMC3 και NIPBL σε 9 από τα 132 
αδενοκαρκινώματα του ορθού. Στη μελέτη αυτή πρότειναν ότι τα προβλήματα στη 
συνοχή των αδελφών χρωματίδων μπορεί να είναι υπεύθυνα για τη χρωμοσωμική 
αστάθεια που υπάρχει στη συντριπτική πλειονότητα των καρκίνων του παχέος 
εντέρου [27].  
Οι μεταλλάξεις του Stag2 είναι ιδιαίτερα συχνές στον καρκίνο της ουροδόχου 
κύστης (παρόν σε 30-40% των συνηθέστερων μη μυϊκών επεμβατικών όγκων), το 
σάρκωμα Ewing (που υπάρχει στο ~ 25% των όγκων) και τη μυελογενής λευχαιμία 
(παρόν σε ~ 8% των όγκων) , και υπάρχουν επίσης στο πολύμορφο γλοιοβλάστωμα 
(GBM), μελάνωμα και άλλους τύπους όγκων [28], [52]–[61]. Επισημαίνοντας τη 
σημασία του Stag2 ως σημαντικού γονιδίου στον καρκίνο, το 2014, The Cancer 
Genome Atlas εντόπισε το Stag2 ως ένα από τα 12 μόνο γονίδια που 
μεταλλάσσονται σημαντικά σε τέσσερις ή περισσότερους τύπους καρκίνου του 
ανθρώπου. Το γονίδιο Stag2 βρίσκεται στο χρωμόσωμα Χ και ως εκ τούτου 
χρειάζεται μόνο ένα μεταλλακτικό συμβάν για την απενεργοποίησή του και τώρα 
αναγνωρίζεται ως η πλέον πιο συχνά μεταλλαγμένη από τις υπομονάδες των 
κοχεσινών και ως ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο [6], [62]. Επίσης, σε μια εκτεταμένη 
ομάδα 299 ασθενών με κλινικά δεδομένα, δείχθηκε ότι οι μεταλλάξεις του Stag2 και 
του TP53 συχνά συνυπάρχουν και συνδέονται με κακή έκβαση των ασθενών [61]. 
Τέλος, σε έναν όγκο και τρεις κυτταρικές σειρές που προέρχονταν από σάρκωμα του 
Ewing, η απώλεια έκφρασης του STAG2 ανιχνεύθηκε χωρίς να έχει γίνει κάποια 
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σωματική μετάλλαξη, υποδηλώνοντας έτσι έναν άλλο μηχανισμό αποσιώπησης του 
STAG2  [53].  
 
         
 
 
Εικόνα 4. Μεταλλάξεις στο σύμπλοκο των κοχεσινών και στα συναφή γονίδια στον 
καρκίνο. Γραμμή ράβδου που δείχνει μεταλλάξεις στους υποδεικνυόμενους τύπους 




1.2.2 Ο Ρόλος της STAG2 στην Ανευπλοειδία 
 
Στην αρχική τους μελέτη που αναγνώρισε Stag2 μεταλλάξεις στον καρκίνο, οι 
Solomon et al. πρότειναν ότι οι μεταλλάξεις προκάλεσαν χρωμοσωμική αστάθεια 
και ανευπλοειδία [52]. Αυτό το συμπέρασμα βασίστηκε στις παρατηρήσεις ότι (i) η 
στοχευμένη διόρθωση του ενδογενούς μεταλλαγμένου Stag2 σε ανευπλοειδή 
ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα οδήγησε σε μείωση του αριθμού και της 
μεταβλητότητας των αριθμών χρωμοσωμάτων και (ii) εισαγωγή μιας μη 
ογκογονικής εκμηδενιστικής μετάλλαξης του Stag2 σε μια γενετικά σταθερή, σχεδόν 
διπλοειδής κυτταρική σειρά είχε ως αποτέλεσμα μεταβολές στον αριθμό των 
χρωμοσωμάτων. Αυτά τα ευρήματα ήταν συνεπή με άλλες παρατηρήσεις σε 
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ζυμομύκητες, ποντίκια και άλλα συστήματα μοντέλων που δείχνουν ότι μεταλλάξεις 
σε υπομονάδες κοχεσινών οδηγούν σε λανθασμένο χρωμοσωμικό διαχωρισμό και 
ανευπλοειδία [29], [66]–[68]. Ωστόσο, από την αρχική αυτή δημοσίευση, άλλες 
μελέτες δείχνουν ότι δεν υπάρχει η ότι μπορεί να υπάρχει σε μικρό βαθμό 
συσχέτιση μεταξύ της μεταλλαγμένης STAG2 και της ανευπλοειδίας σε 
ανθρώπινους όγκους και έχουν επιπλέον δείξει ότι πολλοί μεταλλαγμένοι όγκοι 
STAG2 έχουν τον σωστό αριθμό χρωμοσωμάτων και δεν παρουσιάζουν 
ανευπλοειδίες [55], [57]. Σε μια προσπάθεια αντιμετώπισης αυτών των αποκλίσεων, 
χρησιμοποιήθηκε γονιδιακή στόχευση ανθρώπινου σωματικού κυττάρου για να 
εισαγάγει εννέα διαφορετικές μεταλλάξεις στο Stag2 γονίδιο όπου είχαν 
παρατηρηθεί σε άλλα καρκινικά κύτταρα, στα ΗCΤ116 κύτταρα, μια σχεδόν 
διπλοειδής ανθρώπινη κυτταρική σειρά καρκινώματος με γονίδια των κοχεσινών 
αγρίου τύπου και άθικτη συνοχή των αδελφών χρωματίδων. Στη συνέχεια μέτρησαν 
τη συνοχή των αδελφών χρωματίδων, την ακεραιότητα της ανάφασης και τον 
αριθμό των χρωμοσωμάτων σε αυτά τα νέα κύτταρα που έφεραν τις μεταλλάξεις. 
Όλες οι μεταλλάξεις που τερμάτιζαν πρώιμα την λειτουργική STAG2 πρωτεΐνη, είχαν 
ως αποτέλεσμα σημαντικά ελαττώματα στην ακεραιότητα της συνοχής των 
αδελφών χρωματίδων, ενώ οι μεταλλάξεις που άλλαζαν ένα αμινοξύ της πρωτεΐνης  
είχαν τον ίδιο φαινότυπο με του αγρίου τύπου κύτταρα. Επιπλέον, η ακεραιότητα 
της αναφάσεως διακόπηκε σε μόνο 3/9 κυτταρικές σειρές. Τέλος, μόνο μία από τις 
εννέα κυτταρικές γραμμές εμφάνισε μεταβολές στον αριθμό χρωμοσωμάτων. Αυτά 
τα αποτελέσματα έθεσαν τελικά την ερώτηση για το εάν οι σχετικοί με τον καρκίνο 
φαινότυποι των μεταλλάξεων του Stag2 σχετίζονται άμεσα με την συνοχή των 
αδελφών χρωματίδων και την ανευπλοιδία [69]. 
 
 
1.2.3 Ο Ρόλος της STAG2 στη Γονιδιακή Ρύθμιση 
 
Ο μεταγραφικός καταστολέας CTCF επίσης γνωστός ως παράγοντας δέσμευσης 
CCCTC είναι ένας παράγοντας μεταγραφής ο οποίος στον άνθρωπο κωδικοποιείται 
από το γονίδιο CTCF [70], [71]. O CTCF εμπλέκεται σε πολλές κυτταρικές διεργασίες, 
συμπεριλαμβανομένης της μεταγραφικής ρύθμισης, της δραστηριότητας του 
μονωτή, του V(D)J ανασυνδυασμού στα Β και Τ λεμφοκύτταρα και στη ρύθμιση της 
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αρχιτεκτονικής της χρωματίνης, ιδιαίτερα σε σχέση με το σχηματισμό δομών 
φουρκέτας της χρωματίνης σημαντικές για τις ενδο- και τις δια-χρωμοσωματικές 
επαφές [72]–[74]. O CCCTC-δεσμευτικός παράγοντας ή CTCF αρχικά ανακαλύφθηκε 
ως αρνητικός ρυθμιστής του γονιδίου c-myc στο κοτόπουλο. Αυτή η πρωτεΐνη 
βρέθηκε να είναι προσδεδεμένη σε τρεις κανονικά απέχουσες επαναλήψεις της 
αλληλουχίας πυρήνα CCCTC και έτσι ονομάστηκε παράγοντας δέσμευσης CCCTC 
[75]. Εκτός από τις μεταλλάξεις των ίδιων των κοχεσινών, οι μεταλλάξεις των 
θέσεων δέσμευσης των κοχεσινών και του CTCF βρίσκονται συνήθως σε διάφορους 
ανθρώπινους καρκίνους [76]. Οι κοχεσίνες μαζί με τον CTCF έχει προταθεί ότι 
ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων ταυτότητας των κυττάρων [77], ή με ιστό-ειδικούς 
μεταγραφικούς παράγοντες [78] μέσω του ελέγχου της δομής του χρωμοσώματος. 
Πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης έδειξαν ότι οι κοχεσίνες συνδέονται 
με τον παράγοντα δέσμευσης CTCF [79], [80].  Αυτή η σύνδεση των κοχεσινών με 
τον CTCF οφείλεται στην άμεση σύνδεση μεταξύ των STAG2 και CTCF, όπου το CTCF 
είναι περιττό για την φόρτωση των κοχεσινών στη χρωματίνη, αλλά απαιτείται για 
την πρόσδεση των κοχεσινών σε ρυθμιστικούς τόπους ειδικού ενισχυτή σε όλο το 
γονιδίωμα [81]. Επιπροσθέτως οι κοχεσίνες συσσωρεύονται σε θέσεις δέσμευσης 
του CTCF κατά μήκος των γονιδιωμάτων ανθρώπου και ποντικού, αλλά μόνο όταν 
υπάρχει ο CTCF [71], [79], [80], [82]. Δεδομένα αλληλουχίας ολόκληρου του 
γονιδιώματος από περισσότερα από 200 δείγματα ασθενών με ορθοκολικό καρκίνο 
(CRC) μαζί με αναλύσεις ChIP-seq σε μια κυτταρική σειρά CRC αποκάλυψαν υψηλή 
εμφάνιση μεταλλάξεων σε θέσεις δέσμευσης των κοχεσινών με τον CTCF στο 
γονιδίωμα κυρίως σε περιοχές που δεν κωδικοποιεί πρωτεΐνες [76]. Ένα κλάσμα 
αυτών των μεταλλάξεων προβλέπεται να επηρεάζει τη συνάφεια σύνδεσης CTCF με 
cis-ρυθμιστικά στοιχεία και συνεπώς θα μπορούσε να συνεισφέρει στην ογκογένεση 
μέσω της παρεκκλίνουσας έκφρασης των γονιδίων στόχων τους. Ένας άλλος 
επιγενετικός μηχανισμός που περιγράφηκε πρόσφατα σε γλοιώματα ενέχει την 
αποδιοργάνωση ρυθμιστικών στοιχείων μέσω υπερμεθυλίωσης των θέσεων 
δέσμευσης CTCF και των κοχεσινών που οδηγούν σε ενεργοποίηση ογκογονιδίων 
[83]. Τέλος, σε μία από τις μελέτες που περιγράφηκαν σε κύτταρα μυελού των 
οστών που υποβλήθηκαν σε αγωγή με shRNAs έναντι του Stag2 εμφάνισαν 
σημαντικές αλλοιώσεις στην έκφραση γονιδίων. Αυτή η παρατήρηση μπορεί να 
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οφείλεται στην διατάραξη της σύνδεσης των κοχεσινών με τον παράγοντα CTCF στις 
ρυθμιστικές περιοχές του γονιδιώματος, λόγο της αποσιώπησης του STAG2.  
Επιπλέον, αυτές οι μεταβολές ήταν παρόμοιες με εκείνες που παρατηρήθηκαν σε 
knockdown του Smc1α, υποδηλώνοντας ότι η μεταγραφική ρύθμιση που 
μεσολαβείται από τις κοχεσίνες  στα HPSCs εξαρτάται συγκεκριμένα από την STAG2 




Τα microRNA (η αλλιώς miRNA) είναι μικρά μονόκλωνα μη κωδικοποιητικά μόρια 
RNA (που περιέχουν περίπου 22 νουκλεοτίδια) που βρίσκονται σε φυτά, ζώα και 
ορισμένους ιούς, και λειτουργούν στη σίγηση RNA και τη μετα-μεταγραφική 
ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης [85]–[87]. Έχει προβλεφθεί ότι τα miRNA 
αντιπροσωπεύουν το 1-5% του ανθρώπινου γονιδιώματος και ρυθμίζουν 
τουλάχιστον το 30% των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες [88]–[92]. Μέχρι 
σήμερα έχουν εντοπιστεί 940 διαφορετικά μόρια miRNAs στο ανθρώπινο γονιδίωμα 
[93]–[96]. Τα miRNA υβριδοποιούνται με συμπληρωματικές αλληλουχίες στις 3'-
αμετάφραστες περιοχές (3’UTRs) στο mRNA [97], και οδηγούν στην σίγηση των 
γονιδίων μέσω της αποσταθεροποίησης του mRNA ή αποτροπής της  μετάφρασης 
του [98], [99]. Αντίθετα, οι θέσεις πρόσδεσης του miRNA σε ανοικτά πλαίσια 
ανάγνωσης και 5'-UTRs συμβάλλουν ελάχιστα στη γονιδιακή σίγηση [100], [101]. Η 
αλληλουχία συμπληρωματικότητας στην “seed region” (νουκλεοτίδια 2-8) σε 
miRNAs έχει ιδιαίτερη σημασία για τη σύνδεση με τα  mRNA στόχους.  
Η εξαρτώμενη από miRNA αποικοδόμηση του mRNA λαμβάνει χώρα στο σύμπλεγμα 
RISC (RNA induced silencing complex) μέσω της δέσμευσης του miRNA σε πρωτεΐνες 
Argonaute [102]. Η ρύθμιση γονιδίων από τα miRNAs είναι ένα πολύπλοκο δίκτυο 
γεγονότων. Τα miRNAs μπορούν να δεσμευτούν σε πολλαπλά και ακόμη χιλιάδες 
γονίδια στόχους και τα γονίδια μπορούν να ρυθμιστούν με πολλαπλά miRNAs [86], 
[103]–[105].  
Το πρώτο microRNA (miRNA) ανακαλύφθηκε το 1993 όταν δύο ανεξάρτητες μελέτες 
αναγνώρισαν την πραγματική φύση του ετεροχρονικού γονιδίου lin-4 του C. Εlegans 
ως μικρό μη-κωδικό RNA (small-ncRNA) [106]. Tο μικρό αυτό ncRNA θεωρήθηκε ένα 
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εργαλείο, το οποίο χρησιμοποιούσαν τα σκωληκοειδή, για να ελέγχουν με κάποιο 
τρόπο την γονιδιακή έκφραση των ετεροχρονικών γονιδίων. Μετά από επτά χρόνια, 
οι Reinhart et al. (2000) έδειξαν ότι ένα άλλο ετερόχρονο γονίδιο του C.elegans, το 
let-7, αντιπροσωπεύεται επίσης από ένα μικρό ncRNA (non coding RNA) και μαζί με 
το RNA του lin-4 ήταν ικανά μέσω μιας αλληλεπίδρασης RNA-RNA με την 3΄- 
αμετάφραστη περιοχή (3΄-UTR) των γονιδίων-στόχων, να ξεκινούν τον προσωρινό 
καταρράκτη ρύθμισης των ετεροχρονικών γονιδίων [107]. Αυτή η ανακάλυψη 
πυροδότησε την περιέργεια των επιστημόνων να αναζητήσουν και άλλα μικρά 
ncRNAs και το 2001 τρεις ανεξάρτητες ομάδες ταυτοποίησαν αυτά τα μικρά ncRNAs 
επίσης σε άλλους διαφορετικούς οργανισμούς και κυτταρικά συστήματα που 
έδειξαν την ύπαρξη μιας μεγάλης κατηγορίας μικρών ncRNAs με πιθανό ρυθμιστικό 
ρόλο που ονομάστηκε microRNAs [108]–[110]. Από τότε, τα miRNAs έχουν 
ανακαλυφθεί σε όλα σχεδόν τα φυτικά και ζωικά είδη και η τελευταία έκδοση της 
βάσης miRNA (miRBase 22) που κυκλοφόρησε τον Οκτώβριο του 2018, διακατέχει 
2,654 ώριμα miRNAs στον άνθρωπο και περίπου 1,978 σε ποντίκια [111]. Τα miRNA 
των ζώων είναι φυλογενετικά διατηρημένα (~55% των miRNA των C. elegans έχουν 
ομόλογα στους ανθρώπους) και τα γονίδια miRNA των θηλαστικών έχουν επίσης 
πολλαπλές ισομορφές (παράλογα), οι οποίες πιθανώς δημιουργούνται από 
διπλασιασμό (το ανθρώπινο γονίδιο let-7 αντιπροσωπεύει 8 διαφορετικές 
ισόμορφες κατανεμημένες σε 11 γονιδιωματικούς τόπους). 
1.3.1 Η Βιογένεση και Λειτουργία των microRNAs 
 
Η πλειοψηφία των γονιδίων miRNA εντοπίζονται σε διαγονιδιακές περιοχές ή στους 
μη κωδικούς κλώνους γνωστών γονιδίων υποδεικνύοντας ότι σχηματίζουν 
ανεξάρτητες μονάδες μεταγραφής [108]–[110], [112], [113]. Το 40% των γονιδίων 
miRNA μπορεί να βρίσκεται σε ιντρόνια ή ακόμη και στα εξόνια άλλων γονιδίων 
[114]. Περίπου τα μισά από όλα τα γνωστά miRNA βρίσκονται σε κοντινή απόσταση 
από τα άλλα miRNAs. Αυτά τα συγκεντρωμένα miRNAs εκφράζονται ως 
πολυκιστρονικά πρωτογενή μετάγραφα. Μερικές περιπτώσεις έδειξαν ότι μερικά 
miRNAs μπορούν να μεταγραφούν από τον δικό τους υποκινητή ως μονοκιστρονικά 
πρωτότυπα μετάγραφα [115], [116]. Τα miRNAs παράγονται κανονικά μέσω μιας 
διαδικασίας πολλαπλών σταδίων που, ξεκινώντας από τον πυρήνα και τελειώνοντας 
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στο κυτταρόπλασμα, αποτελείται από τρία κύρια γεγονότα τα: cropping, export και 
dicing [113], [117]–[119] (Εικόνα 5). Αρχικά, τα γονίδια miRNA μεταγράφονται σε 
πρωτογενής και πολυαδενυλιωμένους προδρόμους των miRNA (pri-miRNAs) από 
την RNA πολυμεράση II [120]. Αυτά τα μεγάλα μετάγραφα χιλιοβάσεων 
χαρακτηρίζονται από δομές βρόχου-βρόχου που φιλοξενούν το ώριμο miRNA. Το 
ώριμο miRNA αρχικά περικόπτεται στον πυρήνα από το πυρηνικό ετεροδιμερές 
Drosha / DGCR8 το οποίο διασπά τα pri-miRNAs και απελευθερώνει ένα δομημένο 
με φουρκέτες pri-miRNA 60-100nt [121]. Το DGCR8 είναι μια πρωτεΐνη που 
αναγνωρίζει ~ 10 bp του στελέχους της φουρκέτας του pri-miRNA δίκλωνου RNA, 
προσανατολίζοντας τις καταλυτικές θέσεις του ενζύμου Drosha RNase III [122]. Οι 
προεξοχές ~ 2 νουκλεοτιδίων της φουρκέτας  στο  3' άκρο των pre-miRNA  
αναγνωρίζονται από την Exportin-5 (XPO5) και την Ran-GTP, επιτρέποντας την 
πυρηνική εξαγωγή τους [118]. Τα pre-miRNAs διασπώνται στο κυτταρόπλασμα 
κοντά στον τερματικό βρόχο από την RNAseIII Dicer, απελευθερώνοντας τους δύο 
κλώνους του miRNA  των ~22 νουκλεοτιδίων [123], [124]. Όταν παράγονται τα δύο 
μόρια miRNA, φορτώνονται στις πρωτεΐνες Argonaute (Ago1-4), σχηματίζοντας το 
σύμπλοκο RISC [125], [126]. Ένας κλώνος του διπλού RNA ~ 22 nt παραμένει στην 
Ago ως ένα ώριμο miRNA (ο κλώνος οδηγός), ενώ ο άλλος κλώνος καταστρέφεται. 
Τα miRNA κατευθύνουν τις Ago πρωτεΐνες για να στοχεύσουν mRNAs μέσω της 
συμπληρωματικότητας τους ως προς τα mRNA. Οι αλληλουχίες ‘seed’ του miRNA 
θεωρούνται απαραίτητες για την επιλογή των mRNA στόχων και είναι απαραίτητες 
για την αποσιώπηση των mRNA [127], [128].  Η τύχη του mRNA εξαρτάται από τον 
βαθμό συμπληρωματικότητας των βάσεων μεταξύ του μορίου mRNA και της «seed» 






Εικόνα 5. Η οδός σύνθεσης miRNA στα ζώα. Τα γονίδια microRNA (miRNA) 
μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση II (Pol II), με αποτέλεσμα την παραγωγή 
ενός pri-miRNA. Η Drosha, μαζί με την DGCR-8 μεσολαβεί στο στάδιο της αρχικής 
επεξεργασίας (πρωτογενής επεξεργασία) που παράγει pre-miRNA ~ 65 
νουκλεοτιδίων (nt). Το pre-miRNA αναγνωρίζεται από την exportin 5 (EXP5) που 
μεσολαβεί στη μεταφορά στο κυτταρόπλασμα. Στο κυτταρόπλασμα, η DICER 
καταλύει το δεύτερο στάδιο επεξεργασίας (δευτερογενής επεξεργασία), το οποίο 
δημιουργεί το διπλό μόριο miRNA / miRNA *. Η Dicer, TRBP και Argonaute1-4 (Ago 
1-4) είναι υπεύθυνες για την επεξεργασία του pre- miRNA και τη συναρμολόγηση 
του RISC (σύμπλοκο αποσιώπησης επαγόμενο από RNA). Ένας κλώνος του miRNA 
οδηγεί το σύμπλοκο στους συμπληρωματικούς του στόχους, το ώριμο miRNA, ενώ ο 




1.3.2 Ο ρόλος των miRNA στον καρκίνο 
 
Τα miRNA έχουν βασικές λειτουργίες στην ανάπτυξη και στη καθιέρωση της 
ταυτότητας των κυττάρων και ο προβληματικός μεταβολισμός ή η έκφραση των 
miRNA έχει συνδεθεί με ανθρώπινες ασθένειες, συμπεριλαμβανομένου του 
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καρκίνου [131]. Οι περιεχόμενες πρωτεΐνες του μηχανισμού αποσιώπησης του 
συμπλόκου miRISC και τα ίδια τα miRNA εμπλέκονται σε πολλές κυτταρικές 
διεργασίες που μεταβάλλονται στον καρκίνο, όπως η διαφοροποίηση, ο 
πολλαπλασιασμός και η απόπτωση. Ορισμένα miRNAs, που αναφέρονται ως onco-
miRs [132], παρουσιάζουν διαφορετικά επίπεδα έκφρασης στον καρκίνο και είναι 
ικανά να επηρεάσουν τον κυτταρικό μετασχηματισμό, τη καρκινογένεση και τη 
μετάσταση, δρώντας είτε ως ογκογόνα είτε ως καταστολείς όγκων.  
Από την ανακάλυψή τους το 1993 στον C. elegans, έχει γίνει όλο και πιο προφανές 
ότι τα miRNAs δεν ρυθμίζονται σωστά στους περισσότερους, αν όχι σε όλους, τους 
καρκίνους. Πολλά από αυτά τα miRNA είτε συνεισφέρουν είτε καταστέλλουν τον 
καρκινικό φαινότυπο αναστέλλοντας την έκφραση των ογκοκατασταλτικών 
γονιδίων ή των ογκογονιδίων, αντίστοιχα. Γενικά, τα ογκογονικά miRNAs (oncomiRs) 
υπερεκφράζονται σε καρκίνους ενώ τα ογκοκατασταλτικά miRNAs υποεκφράζονται 
(tumor suppressor miRs). Όταν αυτά τα oncomiR ή τα tumor suppressor miRs 
αναστέλλονται ή διεγείρονται αντίστοιχα, ο πολλαπλασιασμός των καρκινικών 
κυττάρων, η μετάσταση και / ή η επιβίωση μπορεί να μειωθεί σημαντικά, ανάλογα 
με τον τύπο του καρκίνου και το συγκεκριμένο miRNA που επηρεάζεται. Είναι 
ακόμη δυνατό για τους καρκίνους να εξαρτώνται πλήρως, ή να είναι «εθισμένοι», 
σε ένα oncomiR, έτσι ώστε η καταστολή του oncomiR να έχει ως αποτέλεσμα την 
πλήρη υποχώρηση του καρκίνου [133]. Ένα παράδειγμα oncomiR είναι το miR-21. 
Το miR-21 είναι ένα από τα πρώτα microRNA θηλαστικών που ταυτοποιήθηκαν και 
ένα από τα πιο συχνά υπερεκφρασμένο miRNAs σε συμπαγείς όγκους και τα υψηλά 
του επίπεδα περιγράφηκαν για πρώτη φορά σε λεμφώματα Β-λεμφοκυττάρων. 
Συνολικά, το miR-21 θεωρείται τυπικό «oncomiR», το οποίο δρα αναστέλλοντας την 
έκφραση των φωσφατασών, οι οποίες περιορίζουν τη δραστηριότητα 
σηματοδοτικών μονοπατιών όπως της ΑΚΤ και ΜΑΡΚ. Δεδομένου ότι οι 
περισσότεροι από τους στόχους του miR-21 είναι ογκοκατασταλτικά γονίδια, το 
miR-21 συνδέεται με μια μεγάλη ποικιλία καρκίνων, συμπεριλαμβανομένης εκείνης 
του μαστού [134], των ωοθηκών [135], του τραχήλου της μήτρας [136], του παχέος 
εντέρου [137], του πνεύμονα [138], του ήπατος [139], του εγκεφάλου [140], του 
οισοφάγου [141], του προστάτη [138], του πάγκρεας [138], και του θυρεοειδή [142]. 
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Επίσης, αναγνωρίζοντας τα προφίλ των miRNAs στους διάφορους καρκίνους, είναι 
δυνατόν η μοριακή ταξινόμηση των όγκων ανάλογα με τον τύπο και την πρόγνωση 
του καρκίνου [143]. Το 2008, η παρουσία των miRNAs πρωτο-αναφέρθηκε στα 
σωματικά υγρά (ούρα, ορό, σίαλος, πλάσμα) επιτρέποντας τη ταυτοποίηση των 
ατόμων με μη μεταστατικό καρκίνο [144]–[146]. Τα εκθετικά αυξανόμενα στοιχεία 
δείχνουν ότι οι μετρήσεις των miRNAs στον ορό ή το πλάσμα μπορούν να παρέχουν 
πολύτιμους βιοδείκτες για ανίχνευση διαφόρων ανθρώπινων καρκίνων [147], [148]. 
Τέλος, τα miRNA έχουν τη δυνατότητα να χρησιμοποιηθούν ως εργαλεία ή στόχοι 
για τη θεραπεία διαφόρων καρκίνων [149]. Η θεραπευτική εφαρμογή των miRNAs 
περιλαμβάνει δύο στρατηγικές: η πρώτη αποσκοπεί στην αναστολή των ογκογόνων 
miRNA χρησιμοποιώντας ανταγωνιστές miRNA, γνωστά ως antagomiRs. Τα 
antagomiRs είναι μονοκλωνικά μόρια RNA μήκους περίπου 21-23 νουκλεοτιδίων τα 
οποία δρουν μέσω συμπληρωματικότητας των βάσεων με τα miRNAs. Έτσι οι 
ανταγωνιστές των miRs προσδένονται συμπληρωματικά στο ογκογόνο miRNA και δε 
το αφήνουν να δράσει [150]. Η δεύτερη στρατηγική, η αντικατάσταση του miRNA, 
περιλαμβάνει την επανεισαγωγή ενός ογκοκατασταλτικού miRNA, εφόσον έχει 
χαθεί η ενδογενής του έκφραση. Η επανεισαγωγή γίνεται με τη προσθήκη στα 
κύτταρα αλληλουχιών νουκλεοτιδίων RNA που είναι πανομοιότυπες με το 
ενδογενές miRNA (mimics) και μιμούνται την δράση του [151]. 
 
1.3.3 Πρόβλεψη των γονιδίων στόχων των miRNAs 
 
Δεδομένου ότι τα miRNAs ασκούν τη λειτουργία τους ρυθμίζοντας τα mRNA 
στόχους, η ταυτοποίηση των γονιδίων στόχων των είναι απαραίτητη για την 
κατανόηση της λειτουργίας τους. Η αποτελεσματική πρόβλεψη στόχων miRNA 
παραμένει προκλητική λόγω της πολυπλοκότητας της αλληλεπίδρασης και της 
περιορισμένης γνώσης των κανόνων που διέπουν αυτές τις διαδικασίες. Η 
αλληλουχία ‘seed’, ο αριθμός των θέσεων στο στόχο, η θερμοδυναμική της 
αλληλεπίδρασης, η εξελικτική συντήρηση και το πλαίσιο της περιβάλλουσας 
αλληλουχίας στα mRNAs είναι μερικές από τις παραμέτρους που οι τρέχοντες 
υπολογιστικοί αλγόριθμοι λαμβάνουν υπόψη για την πρόβλεψη στόχων miRNA. Οι 
διαθέσιμοι αλγόριθμοι μπορούν να ταξινομηθούν σε δύο κατηγορίες που 
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καθορίζονται με βάση τη χρήση ή τη μη χρήση της εξελικτικής συντήρησης. Οι 
αλγόριθμοι που βασίζονται σε κριτήρια εξελικτικής συντήρησης είναι για 
παράδειγμα οι εξής: miRanda [152], PicTar [153], TargetScan [154], DIANA-microT 
[155], ενώ οι PITA [156] και RNA22 [157] ανήκουν στους αλγόριθμους που 
χρησιμοποιούν άλλες παραμέτρους, όπως η ελεύθερη ενέργεια σύνδεσης ή 
δευτερογενών δομών των 3'UTRs που μπορούν να προάγουν ή να αποτρέπουν τη 
δέσμευση του miRNA. Παρά το γεγονός ότι έχουν διαπιστωθεί πολλές αλλαγές στην 
έκφραση mRNA και πρωτεϊνών μετά από αποσιώπηση ή υπερέκφραση των miRNA, 
το κλάσμα των άμεσων στόχων mRNA που έχουν ταυτοποιηθεί παραμένει πολύ 
μικρό. Η αναγνώριση των άμεσων στόχων των miRNA θα βελτιώσει την κατανόησή 
μας ως προς τους μηχανισμούς μετα-μεταγραφικής ρύθμισης στα κύτταρα. 
 
1.4 Σκοπός της Εργασίας 
 
‘Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως το γονίδιο του Stag2 είναι ένα σημαντικό 
ογκοκατασταλτικό γονίδιο και έχει βρεθεί μεταλλαγμένο σε πολλούς καρκίνους 
αλλά επίσης, η απώλεια έκφρασης της STAG2 ανιχνεύθηκε χωρίς να έχει γίνει 
κάποια σωματική μετάλλαξη, υποδηλώνοντας έτσι έναν άλλο μηχανισμό 
αποσιώπησης του STAG2. Έτσι, σημαντική είναι η απάντηση στο ερώτημα άμα το 
mRNA του Stag2 ρυθμίζεται από κάποιο miRNA.  
Ο σκοπός της παρούσας ερευνητικής μελέτης ήταν να ταυτοποιηθούν πιθανά 
microRNA τα οποία αλληλεπιδρούν με το 3’UTR του Stag2 mRNA και τελικά 
οδηγούν στη μείωση του, αλλά και στη μείωση της πρωτεΐνης του με τη διαδικασία 
της RNA αποσιώπησης. Μετά, να ερευνηθεί το αποτέλεσμα της υπερέκφρασης η 
αναστολής των miRNA αυτών όσων αφορά τα επίπεδα του mRNA του Stag2 και της 
πρωτεΐνης STAG2. Πιο συγκεκριμένα η υπόθεση μας ήταν ότι κάποιο miRNA 
στοχεύει το mRNA του Stag2 με αποτέλεσμα τη μείωση της πρωτεΐνης του. Χωρίς 
την πρωτεΐνη STAG2 το σύμπλοκο των κοχεσινών δεν μπορεί να λειτουργήσει 
σωστά με αποτέλεσμα: 
1. οι αδερφές χρωματίδες δεν μπορούν να διαχωριστούν σωστά στα νέα 
κύτταρα με αποτέλεσμα την ανευπλοιδία, η οποία μπορεί τελικά να 
καταλήξει στον καρκίνο.  
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2. Να αλλάζει η γονιδιακή έκφραση ή και η δομή της χρωματίνης με τελικό 
αποτέλεσμα τον καρκίνο. 
Μέχρι σήμερα δεν έχει ανακαλυφθεί ο ακριβής τρόπος με τον οποίο οι μεταλλάξεις 
στις κοχεσίνες και του Stag2 συμβάλλουν στην παθογένεια του καρκίνου. 
 
2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1 Βιοπληροφορική Ανάλυση 
 
Αρχικά, πραγματοποιήθηκε βιοπληροφορική ανάλυση με τις προβλέψεις δύο 
προγραμμάτων, TargetScan και miRanda, προκειμένου να εντοπιστούν πιθανές 
θέσεις στο 3′UTR του Stag2 mRNA, οι οποίες αποτελούν στόχους miRNAs. Τα 
προγράμματα αυτά εντοπίζουν  βιολογικούς στόχους των miRNAs  με την 
αναζήτηση της παρουσίας διατηρημένων θέσεων 6-8 νουκλεοτιδίων που είναι 
συμπληρωματικές με την αλληλουχία seed του κάθε miRNA. 
 
2.2 Πειραματικό υλικό  
2.2.1 Κυτταρικές σειρές  
 
Για την διεξαγωγή του πειράματος της μέτρησης των ενδογενών επιπέδων mRNA 
των Stag2, miR-21 και miR-22, χρησιμοποιήθηκαν 47 διαφορετικές εμπορικές και μη 
κυτταρικές σειρές, οι οποίες είναι:  
1) MDA-453 (Breast cancer): Αυτή η κυτταρική σειρά απομονώθηκε από μια γυναίκα 
48 ετών με μεταστατικό καρκίνωμα του στήθους. Στα κύτταρα αυτά 
υπερεκφράζεται ο FGF. 
2) PCC (Rat Pheochromocytoma Cells): Αυτή η κυτταρική σειρά απομονώθηκε από 
αρουραίο με φαιοχρωμοκύττωμα του επινεφριδίου.  
3) Nthy (Human thyroid follicular epithelial): Κυτταρική σειρά από κανονικά 
επιθηλιακά κύτταρα του θυρεοειδούς που τους έχει προστεθεί ο SV40 για την 
αθανατοποίηση τους.  
4) T-24 (Human bladder carcinoma cell line 24): Τα κύτταρα αυτά προέρχονται από 
καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης. 
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5) T-470 (Breast carcinoma): Τα κύτταρα αυτά προέρχονται από καρκίνωμα του 
στήθους. 
6) HEK-293 και HEK293A (Human Embryonic Kidney 293): Τα κύτταρα αυτής της 
σειράς έχουν προέλθει από τον μετασχηματισμό ανθρώπινων εμβρυικών κυττάρων 
νεφρού. 
7) SF-268 (Human Glioblastoma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από ανθρώπινο 
γλοιοβλάστωμα. 
8) RT-4 (Human Caucasian bladder transitional-cell carcinoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από καρκίνωμα της ουροδόχου κύστης. 
9) A-375 melanoma (Human malignant melanoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από κακοήθη μελάνωμα. 
10) HCT-116 (Human colon carcinoma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
καρκίνωμα στο παχύ έντερο. 
11) cNF04-9A Fibroblast (dermal neurofibroma): Kυτταρική σειρά που προέρχεται 
από ινοβλάστες δερματικoύ νευροϊνωματώματος. 
12) Pn02.8 Fibroblast (Human immortalized Schwann cells): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από αθανατοποιημένους ινοβλάστες εγκεφάλου. 
13) pNF 05.5 (Human Plexiform NeuroFibroma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται 
από ανθρώπινο νευροϊνωμάτωμα. 
14) 3T3 (Mouse Swiss NIH embryo): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από εμβρυικά 
κύτταρα ινοβλαστών ποντικιού. 
15) pNF 05.5 Fibroblast (Human Plexiform NeuroFibroma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από ινοβλάστες ανθρώπινου νευροϊνωματώματος. 
16) MDA-MB-231 (Human breast adenocarcinoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από αδενοκαρκίνωμα του στήθους. 
17) SH-SY-5Υ (Human neuroblastoma): Τα κύτταρα αυτά είναι μετασχηματισμένα 
ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώματος, τα οποία απομονώθηκαν από ένα 
κοριτσάκι 4 ετών.  
18) Tm-31 (Human astrocytoma): Αυτή η κυτταρική σειρά αποτελείται από κύτταρα 
αστροκυτώματος (γλοίωμα χαμηλής κακοήθειας), τα οποία λήφθηκαν από ασθενή 
με νευροϊνωμάτωση τύπου 1.  
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19) PC12 (rat pheochromocytoma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
φαιοχρωμοκύττωμα του επινεφριδιακού μυελού ενός αρουραίου. 
20) S-462, 90-8, 94-3 και 96-2 (Human, Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumors): 
Τα κύτταρα αυτά προέρχονται από έναν τύπο καρκίνου στον στηρικτικό ιστό γύρω 
από τα νευρικά κύτταρα και έχουν ληφθεί από άτομο που έπασχε από 
νευροϊνωμάτωση τύπου 1.  
21) COS-7 (African Green Monkey Fibroblast-like Kidney Cells): Γι’ αυτή την 
κυτταρική σειρά, απομονώθηκαν κύτταρα νεφρού από μαϊμού και 
μετασχηματίστηκαν, ώστε να εκφράζουν επιπλέον το αντιγόνο Τ του ιού SV40. Αυτά 
τα κύτταρα μοιάζουν αρκετά με ινοβλάστες. 
22) Breast MDA-468 (Human breast adenocarcinoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από αδενοκαρκίνωμα του μαστικού αδένα. 
23) PC-3 (Human Prostate Cancer): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
αδενοκαρκίνωμα του προστάτη. 
24) MPNST patient 1 (Human, Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumors): 
Κυτταρική σειρά που προέρχεται από τύπο καρκίνου στον στηρικτικό ιστό γύρω από 
τα νευρικά κύτταρα και έχουν ληφθεί από άτομο που έπασχε από νευροϊνωμάτωση 
τύπου 1. 
25) HS-888 (Human Lung): Τα κύτταρα αυτά απομονώθηκαν από φυσιολογικό 
πνεύμονα ενός Καυκάσιου άνδρα, 20 ετών. 
26) SW-620 (Human Colon Adenocarcinoma): Αυτή η κυτταρική σειρά αποτελείται 
από ανθρώπινα κύτταρα κακοήθη όγκου παχέος εντέρου. Ο πιο συχνός ιστολογικός 
τύπος είναι το αδενοκαρκίνωμα που προέρχεται από το επιθήλιο του βλεννογόνου 
του παχέος εντέρου. 
27) SK-N-SH (Human neuroblastoma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
νευροβλάστωμα. 
28) CCD-18Co (Human Colon Fibroblast): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
ινοβλάστες παχέος εντέρου. 
29) HT-22 (Mouse Hippocampal Neuronal Cell Line): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από ιππόκαμπο ποντικιού που έχει αθανατοποιηθεί από τον ιό SV-40.  
30) Breast MCF-7 (Human Caucasian breast adenocarcinoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από αδενοκαρκίνωμα του μαστού. 
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31) U2OS (Human Bone osteosarcoma): Αυτή η κυτταρική σειρά προέρχεται από 
θηλυκιά ασθενή με οστεοσάρκωμα. 
32) HeLa (Human Cervical Cancer): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από καρκίνο 
του τραχήλου της μήτρας. 
33) MCF-7 (Human Caucasian breast adenocarcinoma): Κυτταρική σειρά που 
προέρχεται από αδενοκαρκίνωμα του μαστού. 
34) HL-60 (human acute promyelocytic leukemia): Κυτταρική σειρά που προέρχεται 
από ασθενή με οξεία προμυελοκυτταρική λευχαιμία. 
35) K-562 (Erythroleukemia cell line): Αυτή η κυτταρική σειρά προέρχεται από 
ασθενή με χρόνια μυελογενή λευχαιμία. 
36) HΕL (Human Erythroid Leukemia): Αυτή η κυτταρική σειρά προέρχεται από 
ασθενή με ερυθρολευχαιμία. 
37) HCT-116 (Human Colorectal Carcinoma): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από 
καρκίνωμα στο παχύ έντερο. 
38) H-460 (Human Lung Cancer): Κυτταρική σειρά που προέρχεται από καρκίνο του 
πνεύμονα. 
39) U-251 (Human Glioma): Τα κύτταρα αυτής της σειράς αποτελούν φυσιολογικά 
κύτταρα γλοίας ανθρώπου. 
40) Pn-02.8 (Human immortalized Schwann cells): Κυτταρική σειρά που προέρχεται 
από αθανατοποιημένα κύτταρα Schwann. 
 
Όλες οι κυτταρικές σειρές διατηρήθηκαν σε θρεπτικό μέσο DMEM, το οποίο 
περιείχε επιπλέον 10% FBS, 100 μg/ml πενικιλίνη και 100μg/ml στρεπτομυκίνη. Τα 
κύτταρα συντηρήθηκαν σε 60 mm τρυβλία, σε επωαστικό κλίβανο θερμοκρασίας 
37οC και σε ατμόσφαιρα 5% CO2. Όταν η πυκνότητα ήταν περίπου 80-90%, τα 
κύτταρα μεταφέρονταν σε νέο τρυβλίο με φρέσκο θρεπτικό μέσο, σε αραίωση 1:6, 
κάθε 2 ημέρες.  
Αρχικά, αφαιρέθηκε το θρεπτικό μέσα από το τρυβλίο με τα κύτταρα και έγινε μια 
πλύση με PBS. Για την αποκόλληση των κυττάρων έγινε προσθήκη διαλύματος 
0,05% τρυψίνης/EDTA και πραγματοποιήθηκε επώαση στους 37οC για 5-8 λεπτά. Το 
διάλυμα τρυψίνης/EDTA απενεργοποιήθηκε με την προσθήκη θρεπτικού μέσου 
DMEM/FBS. Κατόπιν, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στις 1,000rpm για 1 λεπτό και 
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το ίζημα επαναδιαλυτοποιήθηκε με DMEM/FBS. Τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε νέο 
τρυβλίο με φρέσκο θρεπτικό μέσο DMEM/FBS και επωάστηκαν στους 37οC για 2 
ημέρες, μέχρι την επόμενη ανακαλλιέργεια.  
Όλες αυτές οι κυτταρικές σειρές χρησιμοποιήθηκαν για την αντίδραση 
ημιποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου (real-time PCR) αφού προηγήθηκε 
απομόνωση του ολικού RNA με τη χρήση του RNAzol® RT (MRC) και μετά 
ακολούθησε  αντίστροφη μεταγραφή (Reverse Transcription, RT). Επιπλέον, οι 
κυτταρικές σειρές ΗΕΚ293A και U2OS χρησιμοποιήθηκαν για την μέθοδο της 
διαμόλυνσης (transfection) και ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης, καθώς 
και για το ανοσοστύπωμα κατά Western. 
 
2.2.2 Φορείς κλωνοποίησης  
 
Για την κλωνοποίηση του τμήματος DNA που κωδικοποιεί την 3′ αμετάφραστη 
περιοχή (3′UTR) του γονιδίου Stag2, χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω φορείς 
κλωνοποίησης:  
 
1. pCRII-TOPO® (Invitrogen)  
Ο πλασμιδιακός φορέας pCRII-TOPO® χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση της 
αλληλουχίας που κωδικοποιεί για το 3′UTR του γονιδίου Stag2, και την μετέπειτα 
μεταφορά του στον πλασμιδιακό φορέα psi-CHECKΤΜ2. Ο πλασμιδιακός φορέας 
pCRII-TOPO®, μεταξύ των άλλων, διαθέτει:  
i) Τις προεξοχές ενός καταλοίπου θυμίνης (Τ-προεξοχές) στα 3′ άκρα, οι οποίες 
βρίσκονται στο εσωτερικό του γονιδίου της β-γαλακτοζιδάσης lacZ. Κατά την 
ενίσχυση του προϊόντος 3′UTR του γονιδίου Stag2, η πολυμεράση Taq τοποθετούσε 
ένα προεξέχον κατάλοιπο αδενίνης στο άκρο 3′ του προϊόντος, το οποίο μπορεί να 
αξιοποιηθεί κατά την κλωνοποίησή του. Με αυτό τον τρόπο γίνεται δυνατή η 
σύνδεση των δύο τμημάτων DNA.  
ii) Δύο γονίδια ανθεκτικότητας σε αμπικιλλίνη και καναμυκίνη, απαραίτητα για την 
επιλογή των βακτηριακών στελεχών E. coli που φέρουν το σωστό φορέα (Εικόνα 6).  
Η αλληλουχία, που κωδικοποιεί το 3′UTR  του γονιδίου Stag2 του ανθρώπου, με 
μέγεθος 2kb, απομονώθηκε από γλοιοβλάστωμα ανθρώπου και ενισχύθηκε με PCR, 
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χρησιμοποιώντας κατάλληλους εκκινητές. Κατόπιν αυτή η αλληλουχία εισήχθη στον 
πλασμιδιακό φορέα pCRII-TOPO, ο οποίος χρησιμοποιήθηκε για την μεταφορά του 
3′UTR  του γονιδίου Stag2 στον πλασμιδιακό φορέα psi-CHECKΤΜ2. Ακολούθησε 
μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli με τους τροποποιημένους φορείς pCRII-TOPO. 
Τα βακτήρια που έχουν δεχθεί τον σωστό φορέα, θα πρέπει να μεγαλώσουν 
παρουσία Xgal και οι αποικίες να έχουν λευκό ή ανοιχτό γαλάζιο χρώμα. Κατ’ αυτό 
τον τρόπο γίνεται αντιληπτή η απουσία έκφρασης της β-γαλακτοζιδάσης, διότι το 
γονίδιο lacZ διακόπτεται από το επιθυμητό ένθεμα. Στη συνέχεια, η αλληλουχία του 
3′UTR του γονιδίου Stag2 απομονώθηκε από τον πλασμιδιακό φορέα pCR®II-TOPO® 
με την χρήση των περιοριστικών ενζύμων XhoΙ και NotI, έτοιμη πλέον να 
τοποθετηθεί στον πλασμιδιακό φορέα psi-CHECKΤΜ2.  
  
Εικόνα 6. Σχηματικός χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pCR®II-TOPO®.  
 
2. psi-CHECK2ΤΜ (Promega) 
 Η αλληλουχία, που κωδικοποιεί το 3′UTR  του γονιδίου Stag2, τοποθετήθηκε 
καθοδικά του 3′UTR της λουσιφεράσης Renilla. Ο συγκεκριμένος πλασμιδιακός 
φορέας χρησιμοποιήθηκε για την διαμόλυνση των κυττάρων HEK293Α και U2OS 




i) Τις κωδικές αλληλουχίες των γονιδίων της λουσιφεράσης Renilla (Synthetic Renilla 
luciferase gene, hRluc) και της λουσιφεράσης Firefly (Synthetic Firefly luciferase 
gene, hluc+), οι οποίες είναι κατασκευασμένες έτσι ώστε να έχουν αποτελεσματική 
έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών. Η έκφραση της Renilla χρησιμεύει για τη μέτρηση 
της έκφρασης του 3′UTR του γονιδίου Stag2, ενώ η Firefly λειτουργεί ως εσωτερικός 
μάρτυρας για την κανονικοποίηση του σήματος της Renilla,  
ii) Ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στη αμπικιλλίνη, απαραίτητο για την επιλογή των 
βακτηριακών στελεχών E. Coli που φέρουν τον σωστό φορέα,  
iii) Τον υποκινητή του γονιδίου Τ7, ανοδικά του γονιδίου Renilla, που 
χρησιμοποιείται για την μεταγραφή της από την Τ7 RNA πολυμεράση,  
iv) Τις αλληλουχίες SV40 Synthetic poly(A) και SV40 Late poly(A), καθοδικά των 
γονιδίων της Renilla και της Firefly, αντίστοιχα, οι οποίες παρέχουν το σήμα για 
πολυαδενιλίωση των μεταγράφων και ενισχύουν την σταθερότητα αυτών και την 
αποτελεσματικότητα της μεταγραφής τους (Εικόνα 7).  
Η εισαγωγή του προϊόντος της PCR καθοδικά του 3′UTR  του γονιδίου της Renilla 
μέσα στον πλασμιδιακό φορέα psi-CHECKΤΜ2πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια των 
περιοριστικών ενζύμων Xho και NotI. Έπειτα πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός 
βακτηρίων E. coli DH5A με τον τροποποιημένο φορέα psi-CHECK2ΤΜ, για επιλογή και 
απομόνωση των πλασμιδιακών φορέων που έφεραν το σωστό ένθεμα (Stag2 
3′UTR). Τέλος, οι φορείς, οι οποίοι έφεραν το Stag2 3′UTR, χρησιμοποιήθηκαν για 
την διαμόλυνση των κυττάρων ΗΕΚ293A και U2OS κατά την ανάλυση με τη μέθοδο 




Εικόνα 7. Σχηματικός χάρτης του πλασμιδιακού φορέα psi-CHECKΤΜ2. 
 
2.3 Κατασκευή των φορέων κλωνοποίησης 
 
2.3.1 Απομόνωση του τμήματος DNA 3′UTR  του γονιδίου Stag2 
 
Η αλληλουχία του 3′UTR του γονιδίου Stag2 απομονώθηκε από ολικό DNA 
γλοιοβλαστώματος με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
και πραγματοποιήθηκαν πέψεις με περιοριστικά ένζυμα, έτσι ώστε να είναι δυνατή 
η σύνδεσή της με τον psi-CHECK2ΤΜ φορέα. 
 
2.3.1.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
 
Για την συγκεκριμένη PCR σχεδιάστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί εκκινητές 
και το ένζυμο της DNA πολυμεράσης που χρησιμοποιήθηκε ήταν η One Taq Hot 
Start (NEB). Για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρειάστηκαν 0.3μl DNA 
γλοιοβλαστώματος, τα οποία αναμείχθηκαν με 1Χ Standard Buffer, 0.2 mM dNTPs, 
0.2 pmoles από κάθε εκκινητή και 1.25 Units One Taq Hot Start σε τελικό όγκο 10 μl. 
Ο πολλαπλασιασμός του 3′UTR του γονιδίου Stag2 πραγματοποιήθηκε σε θερμικό 
κυκλοποιητή και το μίγμα αρχικά επωάστηκε στους 94οC για 20 δευτερόλεπτα, 
έπειτα στους 50οC για 40 δευτερόλεπτα, κατόπιν η επέκταση του τμήματος DNA 
έγινε στους 68οC για 3 λεπτά. Το πρόγραμμα αυτό επαναλήφθηκε για 40 κύκλους. 
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Στο τέλος, το μίγμα επωάστηκε στους 68οC για ακόμα 10 λεπτά, διότι αυτό το 
ένζυμο έχει τη δυνατότητα να τοποθετεί ένα δεοξυνουκλεοτίδιο αδενίνης στο 3′ 
άκρο κάθε τμήματος DNA. Εφόσον διαπιστώθηκε ότι είναι δυνατή η απομόνωση 
του τμήματος 3′UTR  του γονιδίου Stag2, η αντίδραση επαναλήφθηκε, αλλά αυτή τη 
φορά σε τελικό όγκο 50μl. 
 
2.3.1.2 Οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
 
Μετά την διαδικασία πολλαπλασιασμού του 3′UTR  του γονιδίου Stag2, τα δείγματα 
ηλεκτροφορήθηκαν σε 1.5% πήκτωμα αγαρόζης, λόγω του μεγάλου μεγέθους τους 
(2 kb). Για την παρασκευή του πηκτώματος 0.75g αγαρόζης διαλύθηκαν σε 50 ml 1X 
TBE με τη βοήθεια θερμότητας. Μετά το βρασμό, το μίγμα το αφήνουμε για μερικά 
λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και έπειτα προσθέτουμε 5 μl βρωμιούχο αιθιδίο 
(10mg/ml), ανακινούμε ελαφρά και το διάλυμα τοποθετείται σε ειδικό καλούπι. 
Έπειτα, τοποθετήθηκε ειδικό χτενάκι για τη διαμόρφωση των πηγαδιών, όπου θα 
προστεθούν τα δείγματα. Το πήκτωμα παρέμεινε σε θερμοκρασία δωματίου για 30 
λεπτά, μέχρι να στερεοποιηθεί. Κατόπιν, αφαιρέθηκε το χτενάκι και η συσκευή 
γέμισε με 0.5Χ ΤΒΕ, μέχρι να καλυφθεί το πήκτωμα. Στα δείγματα προστέθηκε 1Χ 
χρωστικής για DNA και φορτώθηκε όλη η ποσότητα στα πηγαδάκια. Στο πρώτο 
πηγάδι του πηκτώματος φορτώθηκαν 3μl 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas), που 
αποτελείται από μίγμα DNA γνωστών μοριακών βαρών και χρησιμοποιήθηκε για 
την ταυτοποίηση των τμημάτων DNA. Η συσκευή συνδέθηκε με το τροφοδοτικό και 
η τάση του ρεύματος που εφαρμόστηκε ήταν 110 Volts. Μετά τον διαχωρισμό των 
δειγμάτων, η ηλεκτροφόρηση σταμάτησε και το πήκτωμα φωτογραφήθηκε, κάτω 
από λάμπα UV, με το Dolphin Gel Documentation System. 
 
2.3.1.3 Καθαρισμός προϊόντος PCR 
 
Ο καθαρισμός έγινε με τη βοήθεια του QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (Qiagen) 
ύστερα από ηλεκτροφόρηση του δείγματος. Με ένα χειρουργικό νυστέρι 
απομονώθηκε το κομμάτι του πηκτώματος που περιείχε το επιθυμητό τμήμα DNA 
και τοποθετήθηκε σε eppendorf. Το κομμάτι του πηκτώματος ζυγίστηκε και 
προστέθηκε ποσότητα QG Buffer ίση με 3 φορές του βάρους του κομματιού. Το 
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δείγμα επωάστηκε στους 50ΟC για 10 λεπτά, μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη, 
αναδεύοντας κάθε 2-3 λεπτά σε vortex. Κατόπιν, το δείγμα τοποθετήθηκε σε ειδική 
στήλη με φίλτρο και φυγοκεντρήθηκε στις 13,000rpm για 1 λεπτό. Έπειτα, 
πραγματοποιήθηκε πλύση της στήλης με 0.5ml PE Buffer και δύο φυγοκεντρήσεις 
στις 13,000rpm για 1 λεπτό, ώστε να απομακρυνθεί όλη η ποσότητα της αιθανόλης. 
Η στήλη τοποθετήθηκε σε καθαρό eppendorf και προστέθηκαν 35μl EB Buffer, το 
οποίο είχε θερμανθεί στους 65ΟC. Τέλος, πραγματοποιήθηκε μία τελευταία 
φυγοκέντρηση στις 13,000rpm για 1 λεπτό, ώστε να εκλουστεί το τμήμα DNA, το 
οποίο στη συνέχεια φωτομετρήθηκε. 
 
2.3.1.4 Εισαγωγή στον πλασμιδιακό φορέα pCRII-TOPO® 
 
Για την εισαγωγή της αλληλουχίας 3′UTR  του γονιδίου Stag2 στον πλασμιδιακό 
φορέα pCRII-TOPO®, χρειάστηκαν 2μl του τμήματος DNA, 0.5μl άλατος (Salt) και 
0.5μl πλασμιδίου. Το μίγμα επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 20 λεπτά και 
στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων με το 
παραπάνω μίγμα. Όσες αποικίες είχαν τον φορέα με το επιθυμητό ένθεμα, 
καλλιεργήθηκαν και έγινε απομόνωση των πλασμιδίων. 
 
2.3.1.5 Πέψη με περιοριστικά ένζυμα 
 
Επιλέχθηκε ένα από τα παραπάνω πλασμίδια, που περιείχε το σωστό ένθεμα, και 
πραγματοποιήθηκε πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα XhoI και NotI-HF (NEB). 35 μl 
πλασμιδίου αναμίχθηκαν με 1Χ Buffer 4 NEB, 1X BSA και 16 units από το κάθε 
ένζυμο σε τελικό όγκο 50 μl. Η αντίδραση έλαβε χώρα στους 37 ΟC για 3 ½ ώρες. Τα 
δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης και απομονώθηκαν με τη 
βοήθεια του QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (Qiagen), όπως περιγράφηκε 
παραπάνω. 
 
2.3.2 Εισαγωγή του 3′UTR  του γονιδίου Stag2 στον πλασμιδιακό 




Για την εισαγωγή της αλληλουχίας 3′UTR του γονιδίου Stag2 στον πλασμιδιακό 
φορέα psi-CHECK2, υπολογίστηκαν in silico οι απαιτούμενες ποσότητες για την 
πραγματοποίηση της σύνδεσης. Έτσι, για τα 96ng ενθέματος της αλληλουχίας 3′UTR  
του γονιδίου Stag2 χρειάστηκαν 50ng πλασμιδιακού φορέα, ο οποίος είχε κοπεί με 
τα ίδια περιοριστικά ένζυμα με τα οποία είχε γίνει και πέψη στο ένθεμα. Το μίγμα 
συμπληρώθηκε με 1Χ Ligase Buffer και 20 units λιγάσης (Takara), η οποία έχει τη 
δυνατότητα να καταλύει τη σύνδεση τμημάτων DNA. Ο τελικός όγκος του μίγματος 
ήταν 10 μl και η αντίδραση έγινε στους 16οC όλη τη νύχτα. Έπειτα ακολούθησε 
μετασχηματισμός των δεκτικών κυττάρων με τα 5μl του μίγματος, έγινε έλεγχος των 
αποικιών με Colony PCR, καλλιέργεια των αποικιών που έφεραν το σωστό 
πλασμίδιο και απομόνωση του πλασμιδίου.  
 
2.4 Κλωνοποίηση  
Για την αποθήκευση των πλασμιδιακών φορέων και για τα πειράματα 
κλωνοποίησης χρησιμοποιήθηκε η βακτηριακή κυτταρική σειρά Escherichia coli 
DH5α.  
 
2.4.1 Παραγωγή δεκτικών κυττάρων για την εισαγωγή πλασμιδίων  
Αρχικά, έγινε επίστρωση κυττάρων Ε. coli DH5α σε τρυβλίο διαμέτρου 10 cm με 
θρεπτικό υλικό άγαρ, χωρίς τη παρουσία αντιβιοτικού, και επώαση αυτών σε 
θερμοκρασία 37οC. Τη δεύτερη μέρα, έγινε επιμόλυνση σε falcon με 6ml θρεπτικού 
υλικού και επωάστηκε σε αναδευτήρα στους 20-22οC και 220-250rpm. Την τρίτη 
μέρα έγινε επιμόλυνση με 1ml από το falcon σε μια κωνική φιάλη με 100 ml 
θρεπτικού υλικού και 10mM MgCl2 και επωάστηκε στους 20-22οC και τουλάχιστον 
220 rpm. Συχνά λαμβάναμε ~500 μl του δείγματος και το φωτομετρούσαμε. Όταν η 
απορρόφηση του δείγματος έφτασε OD595nm = 0.4-0.6, τοποθετήσαμε τη φιάλη σε 
δωμάτιο θερμοκρασίας 4οC. Όλες οι διαδικασίες και τα διαλύματα από αυτό το 
σημείο κι έπειτα έπρεπε να βρίσκονται σε θερμοκρασία 4οC. Ακολούθως, έγινε 
διαχωρισμός της υγρής καλλιέργειας σε 2 falcon των 50ml και φυγοκέντρηση στις 
3000 rpm για 10 λεπτά. Μετά την απομάκρυνση του υπερκειμένου έγινε 
επαναιώρηση των κυττάρων κάθε σωληναρίου σε 10 ml διαλύματος ΤΒ (10mM 
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HEPES, 15mM CaCl2, 55mM MnCl2, 250mM KCl), συνένωση των δύο εναιωρημάτων 
κυττάρων και ψύξη για 10 λεπτά στον πάγο. Έπειτα έγινε φυγοκέντρηση στις 
3,000rpm για 10 λεπτά και πάλι απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Ακολούθησε 
αναδιασπορά των κυττάρων σε 4ml διαλύματος ΤΒ, εκ των οποίων τα 280μl ήταν 
DMSO. Τέλος, μοιράστηκαν 60μl από το αιώρημα των κυττάρων σε κάθε eppendorf 
tube, ψύχθηκαν αμέσως με τη χρήση υγρού αζώτου και αποθηκεύτηκαν στους -
80οC.  
 
2.4.2 Μετασχηματισμός κυττάρων  
 
Αρχικά, τοποθετήσαμε το eppendorf με το αιώρημα των κυττάρων, που είναι 
δεκτικά σε πλασμίδια, από τους -80οC σε πάγο, ώστε η απόψυξη των κυττάρων να 
γίνει με ομαλό τρόπο. Στη συνέχεια έγινε προσθήκη του πλασμιδιακού DNA, τόση 
ώστε να μη ξεπερνά το 1/10 του όγκου των κυττάρων που βρίσκονται στο 
eppendorf, και επώαση στον πάγο 15-30 min. Κατά τη διάρκεια αυτών των λεπτών, 
ανά ~4 λεπτά γινόταν μια ήπια ανακίνηση. Ακολούθως, έγινε επώαση για 30 
δευτερόλεπτα στους 42οC και αμέσως μετά επωάστηκαν για 2-5 λεπτά και πάλι στον 
πάγο. Έπειτα έγινε προσθήκη 900μl θρεπτικού υλικού στα κύτταρα και επώασή τους 
στους 37οC για 1 ώρα, προκειμένου να εκφραστεί το γονίδιο ανθεκτικότητας για το 
εκάστοτε αντιβιοτικό. Μετά το πέρας της 1 ώρας πραγματοποιήθηκε καθίζηση των 
κυττάρων με φυγοκέντρηση στις 3,000rpm για 5 λεπτά, αφαίρεση της μισής 
ποσότητας του υπερκειμένου και αναδιασπορά των κυττάρων με την υπόλοιπη 
ποσότητα του υπερκειμένου. Το τελευταίο στάδιο του μετασχηματισμού των 
κυττάρων περιλαμβάνει την επιμόλυνση τρυβλίων διαμέτρου 10 cm με θρεπτικό 
υλικό LB άγαρ (Sigma Aldrich) που περιείχαν αντιβιοτικό για την επιλογή των 
κατάλληλων αποικιών των βακτηρίων, οι οποίες αναπτύχθηκαν στους 37οC μέσα σε 
12-16 ώρες.  
 
2.4.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε αποικία (Colony PCR) 
 
Το πρόγραμμα που ακολουθήθηκε στη συγκεκριμένη PCR είναι το ίδιο με αυτό που 
έγινε η απομόνωση της εκάστοτε αλληλουχίας DNA, με τη διαφορά ότι ως 
υπόστρωμα της αντίδρασης χρησιμοποιούνται διάφορες αποικίες βακτηρίων και όχι 
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το ολικό DNA του γλοιοβλαστώματος. Μ’ αυτό τον τρόπο, όσες αποικίες έδωσαν 
κατά την ηλεκτροφόρηση το επιθυμητό τμήμα DNA στο κατάλληλο μέγεθος ήταν 
και αυτές που επιλέχτηκαν για την περεταίρω καλλιέργειά τους με τον σωστό, 
πλέον, πλασμιδιακό φορέα. 
 
2.4.4 Καλλιέργεια βακτηρίων  
 
Για την καλλιέργεια βακτηρίων που φέρουν τον σωστό πλασμιδιακό φορέα, έγινε 
λήψη μιας διακριτής αποικίας από την στερεή καλλιέργεια και ακολούθησε 
επιμόλυνση μικρής φιάλης καλλιέργειας με 6 ml θρεπτικό υλικό LB broth (Sigma 
Aldrich), παρουσία του κατάλληλου αντιβιοτικού. Στη συνέχεια η υγρή καλλιέργεια 
επωάστηκε σε αναδευτήρα στους 37οC για 12-16 ώρες.  
 
2.4.5 Απομόνωση πλασμιδιακών φορέων  
 
Η απομόνωση των πλασμιδιακών φορέων έγινε με τη χρήση του GenElute Plasmid 
Miniprep Kit (Sigma Aldrich). Αρχικά, από τα 5.5 ml έγινε συλλογή των βακτηρίων 
μετά από διαδοχικές φυγοκεντρήσεις στις 13,000rpm για 1 λεπτό. Έγινε 
επαναδιάλυση των κυττάρων με 200μl Resuspension Solution και λύση αυτών με 
την προσθήκη 200μl Lysis Solution. Τα βακτήρια παρέμειναν με τα παραπάνω 
διαλύματα για 5 λεπτά. Έπειτα, προστέθηκαν ακόμη 350 μl Neutralization Solution, 
ώστε να σταματήσει η λύση των κυττάρων. Το μίγμα φυγοκεντρήθηκε στις 
13,000rpm για 10 λεπτά. Έγινε προετοιμασία της στήλης με το φίλτρο, το οποίο 
συγκρατεί τους πλασμιδιακούς φορείς, με την προσθήκη 500 μl Column Prepatarion 
Solution, τοποθετήθηκε μέσα σε eppendorf και φυγοκεντρήθηκε στις 13,000rpm για 
1 λεπτό. Μετά την απομάκρυνση του διαλύματος, μεταφέρθηκε το καθαρό μίγμα 
από τη φυγοκέντρηση των λυμένων κυττάρων στη στήλη με το φίλτρο. 
Πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές φυγοκεντρήσεις στις 13,000rpm του 1 λεπτού, 
ώστε να περάσει όλη η ποσότητα των λυμένων κυττάρων από το φίλτρο. 
Ακολούθως, προστέθηκαν 500μl Optional Wash Solution στη στήλη, έγινε 
φυγοκέντρηση στις 13,000rpm για 1 λεπτό και αφαιρέθηκε το διάλυμα. Έγινε 
προσθήκη 750μl Wash Solution και δύο φυγοκεντρήσεις στις 13,000rpm για 1 
λεπτό, ώστε να απομακρυνθεί όλη η ποσότητα της αιθανόλης, η οποία περιέχεται 
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στο τελευταίο διάλυμα. Τέλος, η στήλη με το φίλτρο μεταφέρθηκε σε καθαρό 
eppendorf, προστέθηκαν 80μl Elution Solution, το οποίο είχε ζεσταθεί στους 65οC, 
έγινε φυγοκέντρηση στις 13,000rpm για 1 λεπτό και το διαλυμένο πλασμίδιο 
φωτομετρήθηκε.  
 
2.4.6 Αποθήκευση μετασχηματισμένων κυττάρων  
 
Το υπόλοιπο 0.5ml από την καλλιέργεια των βακτηρίων που περίσσεψε, αναμίχθηκε 
με 0.5ml 50% αποστειρωμένης γλυκερόλης και φυλάχθηκε στους -80οC για 
μελλοντική χρήση.  
 
2.5 Διαμόλυνση  
 
Με τον όρο διαμόλυνση εννοούμε την εισαγωγή ξένων νουκλεϊκών οξέων (DNA, 
RNA) σε κύτταρα θηλαστικών. Στην παρούσα εργασία η διαμόλυνση 
πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο των λιπιδίων σε κύτταρα ΗΕΚ293Α και U2OS. Ως 
λιπίδιο χρησιμοποιήθηκε το jetPRIME (Polyplus) το οποίο αποτελεί κατιοντικό μόριο 
και παρέχει υψηλά επίπεδα διαμόλυνσης, χωρίς να προκαλεί μεγάλη καταπόνηση 
των κυττάρων. Για την διαμόλυνση χρησιμοποιήθηκαν τα mimics και inhibitors των 
κοντρόλς και miR-21, miR-22, miR-101, και miR-124. Η αλληλουχία αυτών είναι:  
 







scramble - CAGUACUUUUGUGAUGUACAA 
miR-21        UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 
AACAUCAGUCUGAUAAGCUAUU 
UCAACAUCAGUCUGAUAAGCUA 












2.5.1 Διαμόλυνση των κυττάρων ΗΕKA και U20S με τον φορέα psi-
CHECK2ΤΜ και με τα ολιγονουκλεοτίδια  
 
Η διαμόλυνση των κυττάρων ΗΕΚ293A και U2OS για ανάλυση με τη μέθοδο της 
λουσιφεράσης έγινε μία ημέρα μετά την επίστρωση των κυττάρων σε πιάτο 48 
οπών και την επώασή τους στους 37οC σε θρεπτικό μέσο DMEM/FBS. Αρχικά, 
αναμίχθηκαν 20μl διαλύματος του buffer του λιπιδίου (jetPRIME buffer) με 0.15 
μg/μl psi-CHECK2-Stag2 3′UTR  και 3μl από τα ολιγονουκλεοτίδια είτε mimics είτε 
inhibitors, ανά συνθήκη. Στη συνέχεια, τοποθετήθηκαν 20 μl JetPrime buffer, που 
περιείχαν 1.2μl JetPrime και τα δείγματα επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου. Μετά την επώαση,  το περιεχόμενο κάθε συνθήκης μεταφέρθηκε στο 
πιάτο 48 οπών, όπου αναπτύσσονταν τα κύτταρα HEK293A και U2OS σε θρεπτικό 
DMEM/FBS. Το πιάτο τοποθετήθηκε σε επωαστικό κλίβανο, θερμοκρασίας 37οC και 
ατμόσφαιρας 5% CO2 για 48 ώρες, μέχρι την συλλογή των κυττάρων για ανάλυση με 
τη μέθοδο της λουσιφεράσης.  
 
2.6 Ανάλυση με τη μέθοδο της Λουσιφεράσης  
 
Η ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης των διαμολυσμένων κυττάρων 
ΗΕΚ293Α και U2OS με τον φορέα psi-CHECK2-Stag2 3′UTR και των 
ολιγονουκλεοτιδίων, πραγματοποιήθηκε 48 ώρες μετά την διαμόλυνση τους, με τη 
χρήση του Dual-Luciferase Reporter Kit (Promega). Αρχικά, αφαιρέθηκε το θρεπτικό 
μέσο DMEM/FBS από το πιάτο και έγινε μία πλύση με DPBS. Στη συνέχεια, 
προστέθηκε σε κάθε οπή 120 μl Lysis Buffer 1X, αραιωμένο με ultra pure Η2Ο, για 
διάλυση των κυττάρων, και 20 μl από τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε ειδικούς 
σωλήνες. Ακολούθησε προσθήκη σε κάθε σωλήνα 50 μl αντιδραστηρίου Dual-Glo 
Luciferase και τα κύτταρα επωάστηκαν για 10 λεπτά σε σκιερό μέρος, σε 
θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας των 10 λεπτών μετρήθηκε η έκφραση της 
λουσιφεράσης Firefly με τη βοήθεια λουμινόμετρου Lumat LB9507. Έπειτα σε κάθε 
δείγμα προστέθηκαν 50μl αντιδραστηρίου Dual-Stop & Glo 1:50 Stop & Glo 
Substrate. Έγινε επώαση των κυττάρων για 10 λεπτά σε σκιερό μέρος, σε 
θερμοκρασία δωματίου και ακολούθησε μέτρηση της έκφρασης της λουσιφεράσης 
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Renilla στο λουμινόμετρο. Οι τιμές από την έκφραση της λουσιφεράσης Firefly 
χρησιμοποιήθηκαν για την κανονικοποίηση των τιμών από την έκφραση της 
λουσιφεράσης Renilla. Η μείωση της έκφρασης του Stag2 3′UTR  από τα miRNAs 
υπολογίστηκε από το λόγο των τιμών της έκφρασης της Renilla προς τις τιμές της 
έκφρασης της Firefly και τη διαφορά αυτών με τον μάρτυρα ελέγχου. 
 
 
2.7 Απομόνωση RNA από κύτταρα  και ανάλυση γονιδιακής έκφρασης 
με Real Time PCR  
 
Η μέθοδος της Real Time PCR χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση της έκφρασης του 
mRNA του Stag2 στα HEK293A κύτταρα τα οποία είχαν διαμολυνθεί με τα 
ολιγονουκλεοτίδια των mimics και inhibitors των miR-21, miR-22, miR-101 και miR-
124.  Η συλλογή των κυττάρων και η απομόνωση του ολικού RNA από αυτά έγινε 48 
ώρες μετά την διαμόλυνση των κυττάρων. Επίσης, η μέθοδος αυτή 
χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση της έκφρασης των ενδογενών mRNA του Stag2, 
miR-21 και miR-22 σε 47 διαφορετικές κυτταρικές σειρές.  
 
2.7.1 Απομόνωση RNA  
 
Η απομόνωση του ολικού RNA από κάθε κυτταρική σειρά πραγματοποιήθηκε με τη 
χρήση του RNAzol® RT (MRC). Πρώτα απ’ όλα, απομακρύνθηκε το θρεπτικό μέσο 
από το πιάτο με τα κύτταρα και έγινε μία πλύση με DPBS. Εν συνεχεία, σε κάθε οπή 
του πιάτου προστέθηκαν 300 μl του RNAzol® RT και ακολούθησε ανάδευση, ώστε 
να προκληθεί διάλυση των κυττάρων, και το ομογενοποίημα μεταφέρθηκε σε 
φιαλίδια τύπου eppendorf. Στη συνέχεια, προστέθηκαν σε κάθε eppendorf 100μl 
διπλά αποστειρωμένο H2O (γH2O) στα οποία το 1μl είναι PC152 (precipitation 
carrier). Στη συνέχεια πραγματοποιείται vortex για 15 δευτερόλεπτα και τα 
δείγματα επωάστηκαν για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Μέτα την επώαση, 
ακολούθησε φυγοκέντρηση σε ψυχόμενη φυγόκεντρο στους 18οC, 13,000rpm για 
10 λεπτά. Μετά τοποθετήθηκε το υπερκείμενο σε νέο eppendorf και προστέθηκε 
1μl BAN. Έπειτα, έγινε vortex για 15 δευτερόλεπτα και επώαση 5 λεπτά σε 
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θερμοκρασία δωματίου. Μετά ακολούθησε φυγοκέντρηση στους 18οC, 13,000rpm 
για 10 λεπτά. Το υπερκέιμενο τοποθετείται σε νέο tube  και προστίθονται 350μl 
ισοπροπανόλης. Στη συνέχεια τα δείγματα επωάστηκαν στους -20οC για 30 λεπτά. 
Έπειτα, έγινε φυγοκέντρηση στους 4οC, 13,000 rpm για 30 λεπτά και μετά πετάχτηκε 
το υπερκείμενο. Ακολούθησαν 2 πλύσεις με 75% αιθανόλη και φυγοκέντρηση στους 
4οC, 13,000rpm για 3 λεπτά και μετά από κάθε φυγοκέντρηση πετάχτηκε το 
υπερκείμενο. Τέλος, η πελέτα αποξηραίνεται καθώς τα δείγματα παρέμειναν με 
ανοιχτό το καπάκι για μερικά λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να εξατμιστεί 
όλη η αιθανόλη, και έπειτα πραγματοποιήθηκε διαλυτοποίηση του ιζήματος με 20-
50μl γH2O, ελεύθερο από RNάσες, ανάλογα με το μέγεθος της πελέτας. Έγινε 
προσδιορισμός της συγκέντρωσης των δειγμάτων από την μέτρηση της οπτικής 
πυκνότητας στα 260 nm με τη χρήση φωτόμετρου. Τέλος, το RNA από κάθε δείγμα 
φυλάχτηκε στους -80οC, μέχρι την χρήση του.  
 
2.7.2 Αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής (RT)  
 
Αρχικά, 500ng RNA αναμείχθηκαν με 10μΜ τυχαίων εξαμερών εκκινητών 
(Invitrogen), 1mM dNTPs και προστέθηκε γΗ2Ο σε τελικό όγκο 10μl. Τα δείγματα 
επωάστηκαν σε θερμικό κυκλοποιητή στους 65οC για 5 λεπτά και αμέσως μετά 
τοποθετήθηκαν σε πάγο. Ακολούθησε, σε κάθε δείγμα, προσθήκη 4 μl 5X First 
Strand Buffer, 2 μl διθειοθρεϊτόλης (Dithiothreitol, DTT) και 0.5μl ενζύμου M-MLV 
RT, το οποίο καταλύει την αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε cDNA στους 37οC. Στα 
δείγματα προστέθηκε DEPC H2O, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 20μl. 
Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκε και ένας μάρτυρας ελέγχου, ο οποίος περιείχε RNA 
και όλα τα παραπάνω αντιδραστήρια, εκτός από το ένζυμο. Τα δείγματα 
επωάστηκαν στον θερμικό κυκλοποιητή σε θερμοκρασία 25οC για 10 λεπτά, 37οC 
για 1 ώρα, 75οC για 15 λεπτά και 4οC για 5 λεπτά, οπότε και αφαιρέθηκαν από τη 
συσκευή και αραιώθηκαν με 220μl ultra pure H2O. Τέλος, τα δείγματα φυλάχτηκαν 
στους -20οC μέχρι τη χρήση τους.  
 




Αρχικά προετοιμάστηκε το primer mix για κάθε ζεύγος εκκινητών. Η τελική 
συγκέντρωση των εκκινητών ήταν 1pmol/µl.  Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν 
σε ειδικές μικροπλακέτες (LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, Roche). Σε κάθε θέση 
προστέθηκαν 10µl δείγµατος cDNA αραιωμένου με H2O, 2mM dNTPs, 2 μl Dream 
Taq buffer 0,9 μl syber green, 0,09 Dream Taq polymerase και H2O σε τελικό όγκο 
20μl. Κάθε αντίδραση πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές. Επίσης χρησιµοποιήθηκαν 
ως δείγµατα ελέγχου, δείγµατα στα οποία αντί cDNA προστέθηκε H2O. Στη συνέχεια 
ενεργοποιήθηκε η έναρξη των αντιδράσεων. Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν 30 
κύκλοι ενίσχυσης. Οι primers που στοχεύουν τα επιμέρους γονίδια έχουν τις εξής 
ακολουθίες: Stag2: F   5’-TCCTTCTGGTCCAAACCGAAT-3’ 
                                        R   5’-ACCGACTGCATAGCACTCTTG-3’ 
           miR-21: F   5’-GCAGTAGCTTATCAGACTGAT-3’ 
   R   5’-CGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCAACA-3’ 
                       miR-22: F   5’-GAAGCTGCCAGTTGAAGA-3’ 
   R   5’-GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACAGTT-3’ 
          GAPDH: F   5’-GCACCACCAACTGCTTAG-3’ 
   R   5’-GCCATCCACAGTCTTCTG-3’ 
                  U6: F   5’-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3’ 
   R   5’-TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’ 
 
H real time PCR πραγματοποιήθηκε στο μηχάνημα LightCycler 480 της Roche. 
Ακολούθησε κανονικοποίηση των τιμών CΤ έναντι των housekeeping genes (GAPDH, 
U6) με τη μέθοδο ΔΔCΤ  (Pfaffl 2001), για τη σχετική ποσοτικοποίηση των 
αποτελεσμάτων.   
 
2.8 Ανοσοστύπωμα κατά Western  
 
Το ανοσοστύπωμα κατά Western χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση της έκφρασης 
της πρωτεΐνης STAG2 στα κύτταρα HEK293A και U2OS τα οποία είχαν διαμολυνθεί 
με τα ολιγονουκλεοτίδια των mimics και inhibitors των miR-21, miR-22, miR-101 και 
miR-124. Η συλλογή των κυττάρων και η απομόνωση των πρωτεϊνικών 




2.8.1 Συλλογή των κυττάρων  
 
Αρχικά, αφαιρέθηκε το θρεπτικό μέσο από το πιάτο με τα κύτταρα ΗEK293A και 
U2OS και έγινε πλύση με DPBS. Σε κάθε οπή του πιάτου προστέθηκαν 100-120 μl 
από το διάλυμα λύσης των κυττάρων. Τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε φιαλίδια τύπου 
eppendorf και τοποθετήθηκαν στην ανάδευση στον πάγο για 30 λεπτά.  Κατόπιν, τα 
δείγματα φυγοκεντρούνται στις 13,000rpm, για 30 λεπτά στους 4οC. Τέλος, το 
υπερκείμενο στο οποίο περιέχονται όλες οι διαλυτές πρωτεΐνες μεταφέρεται σε νέο 
σωλήνα, στον οποίο προστίθεται 6x Laemli, θερμαίνεται στους 100οC για 5 λεπτά 
και φυλάσσεται στους -20οC μέχρι να χρησιμοποιηθούν. 
 
2.8.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης  
 
Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων έγινε σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 12% και οι 
πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν με βάση το μοριακό τους βάρος, λόγω της παρουσίας του 
SDS στο διάλυμα ηλεκτροφόρησης. Το SDS αποτελεί ένα ανιονικό απορρυπαντικό, 
το οποίο φορτίζει αρνητικά όλες τις πρωτεΐνες, έτσι ώστε να γίνει ο διαχωρισμός 
τους με βάση μόνο το μοριακό τους βάρος, και όχι το pH τους.  
 
2.8.2.1 Προετοιμασία του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης  
 
Το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στο ανοσοστύπωμα κατά Western αποτελείται από 
δύο πηκτώματα, το πήκτωμα επιστοίβαξης και το πήκτωμα διαχωρισμού, τα οποία 
διαφέρουν στην πυκνότητά τους και τοποθετούνται το ένα πάνω στο άλλο. Το 
πήκτωμα επιστοίβαξης έχει μικρότερη πυκνότητα, έτσι ώστε όλα τα δείγματα να 
κινηθούν μαζί έως τα όρια του πηκτώματος διαχωρισμού. Το πήκτωμα διαχωρισμού 
χρησιμοποιείται  για τον διαχωρισμό των δειγμάτων με βάση το μοριακό τους 
βάρος.  
Πρώτα απ’ όλα, συναρμολογήθηκε η συσκευή προετοιμασίας του πηκτώματος 
πολυακρυλαμίδης, η οποία αποτελείται από μία βάση πάνω στην οποία 
τοποθετήθηκε κάθετα μια θήκη, που είχε δύο εφαπτόμενα μικρά τζάμια. Εν 
συνεχεία, σε falcon παρασκευάστηκε 12% πήκτωμα διαχωρισμού, το οποίο 
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αποτελείται από ultra pure H2O, πολυακρυλαμίδη, Tris 1,5M (pH 8,8), SDS, APS και 
TEMED. Το πήκτωμα διαχωρισμού προστέθηκε ανάμεσα στα δύο τζάμια και η πάνω 
επιφάνειά του καλύφθηκε με μια λεπτή στιβάδα 80% βουτανόλης, έτσι ώστε να 
απομακρυνθούν τυχόν φυσαλίδες που δημιουργήθηκαν και να είναι ίσια η πάνω 
στιβάδα. Το πήκτωμα αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά, μέχρι να 
γίνει ο πολυμερισμός της πολυακρυλαμίδης. Μετά τα 15 λεπτά, αφαιρέθηκε η 
βουτανόλη και πραγματοποιήθηκαν 3 πλύσεις με νερό, για να απομακρυνθεί και η 
περίσσεια της βουτανόλης, και καθαρισμός των τζαμιών με διηθητικό χαρτί. 
Ακολούθησε η παρασκευή του πηκτώματος επιστοίβαξης, που περιείχε ultra pure 
H2O, πολυακρυλαμίδης, Tris 1M (pH 6,8), SDS, APS και TEMED. Το πήκτωμα 
επιστοίβαξης προστέθηκε ανάμεσα στα δύο τζάμια, πάνω από το πήκτωμα 
διαχωρισμού και στην πάνω πλευρά του τοποθετήθηκε ειδικό χτενάκι, πάχους 1,5 
mm. Το πήκτωμα αφέθηκε στον πάγκο σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά, 
ώστε να πολυμεριστεί η πολυακρυλαμίδη.  
 
2.8.2.2 Ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων  
 
Αρχικά, τα τζάμια με το πήκτωμα αφαιρέθηκαν από τη συσκευή προετοιμασίας του 
πηκτώματος και τοποθετήθηκαν στην συσκευή ηλεκτροφόρησης. Το κέντρο και η 
κάτω πλευρά της συσκευής συμπληρώθηκαν με διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running 
Buffer) SDS-PAGE 1X και αφαιρέθηκε και το ειδικό χτενάκι. Τα δείγματα 
τοποθετήθηκαν σε heatblock στους 100 οC για 5 λεπτά, αναδεύτηκαν με vortex και 
φυγοκεντρήθηκαν στα 7.000 rpm για 1 δευτερόλεπτο. Πριν τοποθετηθούν τα 
δείγματα στα πηγαδάκια, έγινε καθαρισμός των τελευταίων με το διάλυμα SDS-
PAGE 1X. 10-30 μg πρωτεϊνικού εκχυλίσματος φορτώθηκαν σε κάθε πηγάδι του 
πηκτώματος και στο πρώτο πηγάδι προστέθηκαν 2,5 μl PageRuler Prestained 
Protein Ladder, ο οποίος αποτελείται από μίγμα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού 
βάρους και χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση των μελετώμενων πρωτεϊνών. Η 
συσκευή ηλεκτροφόρησης τοποθετήθηκε σε κουτί με πάγο, συνδέθηκε με το 
τροφοδοτικό και η τάση του ρεύματος ρυθμίστηκε αρχικά στα 125 Volts, μέχρι τα 
δείγματα να περάσουν από το πήκτωμα επιστοίβαξης στο πήκτωμα διαχωρισμού, 
και στη συνέχεια αυξήθηκε στα 175 Volts. Τα δείγματα αφέθηκαν να 
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ηλεκτροφορηθούν για 1 ώρα περίπου, παρατηρώντας συνεχώς τις ζώνες του 
μάρτυρα.  
 
2.8.3 Μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
 
Για κάθε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης ετοιμάστηκαν δύο μικρά σφουγγαράκια, 
τέσσερα χαρτιά Whatman και μια μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, κομμένα στο μέγεθος 
του πηκτώματος. Λίγο πριν το τέλος της ηλεκτροφόρησης, τα χαρτιά Whatman και η 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης εμποτίστηκαν σε διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς (Transfer 
Buffer 1X). Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης των δειγμάτων, απομακρύνθηκαν τα δύο 
τζάμια από τη συσκευή ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα αφαιρέθηκε από τα τζάμια με 
τη βοήθεια ειδικής σπάτουλας και ξεπλύθηκε με ddH2O. Στη συνέχεια, το πήκτωμα 
τοποθετήθηκε πάνω από τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης μέσα στο Transfer Buffer 1X. 
Σε ειδική θήκη τοποθετήθηκαν με τη σειρά ένα μικρό σφουγγάρι, δύο χαρτιά 
Whatman, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, δύο χαρτιά 
Whatman και το δεύτερο μικρό σφουγγάρι. Κατόπιν, η ειδική θήκη τοποθετήθηκε 
κάθετα στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς, η οποία συμπληρώθηκε μέχρι πάνω με 
Transfer Buffer 1Χ. Μέσα στη συσκευή τοποθετήθηκε επίσης ειδική παγοκύστη. Η 
συσκευή ηλεκτρομεταφοράς τοποθετήθηκε σε κουτί με πάγο, συνδέθηκε με το 
τροφοδοτικό και η ένταση του ρεύματος ρυθμίστηκε στα 400 mA. Η διαδικασία της 
ηλεκτρομεταφοράς των πρωτεϊνών από το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στη 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης διήρκησε 1.5 ώρες.  
 
2.8.4 Κάλυψη μη ειδικών θέσεων  
 
Μετά το τέλος της ηλεκτρομεταφοράς, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης αφαιρέθηκε 
από τη θήκη και τοποθετήθηκε σε δοχείο με 25ml διαλύματος Blocking Buffer. Το 
Blocking Buffer περιείχε 5% σκόνη γάλακτος διαλυμένη σε TBST 1X. Το δοχείο με τη 
μεμβράνη νιτροκυτταρίνης τοποθετήθηκε σε αναδευτήρα και επωάστηκε σε 




2.8.5 Επώαση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης με το πρωτογενές 
αντίσωμα  
 
Ως πρωτογενή αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν το πολυκλωνικό αντίσωμα goat SC-
54512 έναντι της STAG2 (SantaCruz) και το μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι του 
GAPDH συζευγμένο με HRP (Proteintech). Τα αντισώματα διαλύθηκαν, σε αραίωση 
1:500 και 1:10,000, αντίστοιχα, σε διάλυμα TBST 1X, που περιείχε 5% BSA και 0.5% 
sodium azide. Μετά το πέρας της επώασης της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης με το 
Blocking Buffer, πραγματοποιήθηκε μία γρήγορη πλύση με TBST 1X στη μεμβράνη 
και στη συνέχεια κόπηκε κατά μήκος σε κομμάτια, ανάλογα με το μοριακό βάρος 
των προς ανάλυση πρωτεϊνών. Κάθε κομμάτι τοποθετήθηκε σε ξεχωριστό δοχείο, το 
οποίο περιείχε 6 ml από το αντίστοιχο αντίσωμα. Τα δοχεία επωάστηκαν πάνω σε 
αναδευτήρα στους 4 oC για όλη τη νύχτα.  
 
2.8.6 Επώαση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης με το δευτερογενές 
αντίσωμα  
 
Ως δευτερογενές αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα rabbit anti-
goat A5420 το οποίο ήταν συζευγμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση του ραπανιού 
(Horse Radish Peroxidase, HRP) έναντι του πρωτογενούς αντισώματος για τη STAG2. 
Το αντίσωμα αραιώθηκε 1:20,000 σε διάλυμα TBST 1X. Πρώτα απ’ όλα, 
απομακρύνθηκε το πρωτογενές αντίσωμα από κάθε δοχείο και έγιναν τρεις πλύσεις 
των 5 λεπτών πάνω σε αναδευτήρα με TBST 1X. Κατόπιν, κάθε κομμάτι της 
μεμβράνης νιτροκυτταρίνης επωάστηκε με 6ml του αντίστοιχου δευτερογενούς 
αντισώματος πάνω σε αναδευτήρα σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα. Μετά την 
1 ώρα, το δευτερογενές αντίσωμα απομακρύνθηκε και έγιναν 3 πλύσεις των 5 
λεπτών πάνω σε αναδευτήρα με TBST 1X.  
 
2.8.7 Εμφάνιση πάνω σε φιλμ  
 
Αρχικά, τοποθετήθηκε ένα τζάμι μέσα στην ειδική κασέτα, πάνω στο τζάμι 
συναρμολογήθηκαν τα κομμάτια της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης και καλύφθηκαν 
με ζελατίνα. Έπειτα αναμίχθηκαν 500 μl από το αντιδραστήριο Α με 500μl από το 
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αντιδραστήριο Β, του Western ECL και προστέθηκαν πάνω στη μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης. Το διάλυμα ECL (Enhanced Chemiluminescence) είναι μίγμα Η2Ο2 
και λουμινόλης, που αντιδρά με το ένζυμο HRP του δευτερογενούς αντισώματος. Η 
HRP διασπά το Η2Ο2 και παράγονται ρίζες Ο2, οι οποίες αντιδρούν με τη λουμινόλη 
και απελευθερώνουν φωτόνια που προσβάλλουν το φωτογραφικό φιλμ. Μέσα σε 
σκοτεινό θάλαμο, τοποθετήθηκε πάνω από τη ζελατίνα, που καλύπτει τη μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης, ένα φωτογραφικό φιλμ, η κασέτα κλείστηκε και αφέθηκε για 
κατάλληλο χρόνο, ώσπου να γίνει η αντίδραση και να αποτυπωθούν οι ζώνες των 
πρωτεϊνών από τη μεμβράνη στο φιλμ. Η εμφάνιση του φιλμ έγινε σε ειδικό 
μηχάνημα εμφάνισης μέσα στο σκοτεινό θάλαμο. Το φιλμ σαρώθηκε και η ένταση 




2.9.1 Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR  
 
Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ 2.5Χ: για την παρασκευή πυκνού διαλύματος αναμίχθηκαν 
5.39g Tris-Base, 2.75g Boric Acid και 0.37g EDTA και διαλύθηκαν σε γH2O. Το pH 
ρυθμίστηκε στο 8.4. Για την παρασκευή 0,5Χ διαλύματος 20ml TBE 2.5X 
αραιώθηκαν με 60ml γH2O.  
 
2.9.2 Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν στο ανοσοστύπωμα κατά 
Western  
 
• Διάλυμα για τη  λύση των κυττάρων:  Παρασκευάστηκε διάλυμα 25 mM Tris 
pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100. Χρησιμοποιήθηκε μείγμα 
αναστολέων πρωτεασών (cοmplete™ Mini, Protease Inhibitors Cocktail Tablets, 
Roche Diagnostics Corporation) και, όπου κρίθηκε απαραίτητο, το μείγμα 
αναστολέων φωσφατασών (PhosSTOP™, Roche). 
• Μείγμα δεικτών γνωστού μοριακού βάρους για τις πρωτεΐνες: PageRuler™ 
Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). 
• Laemmli Buffer 6Χ: 375 Mm Tris pH 6.8, 10% SDS, 50% glycerol, 10% β-
mercaptoethanol, 0.03% bromophenol blue. Το διάλυμα διατηρήθηκε στους -20 °C.   
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• Protran® μεμβράνες νιτροκυτταρίνης:  Χρησιμοποιήθηκαν για τη μεταφορά 
των πρωτεϊνών και ήταν της εταιρείας Whatman. 
• Aντιδραστήρια ECL: Χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση της 
χημειοφωταύγειας και ήταν της εταιρείας BIO-RAD. 
• SDS-PAGE 5Χ (Running Buffer): 15.1g/lt Tris-Base και 72g/lt γλυκίνης σε 
ddH2O. Στο τελικό διάλυμα προστέθηκε SDS έτσι ώστε να έχει περιεκτικότητα 0.1%. 
• Transfer Buffer 1X: 2lt διαλύματος περιέχουν 12.1g Tris-Base, 58g γλυκίνης, 
2g SDS και 400mL μεθανόλης.  
 
2.10 Στατιστική επεξεργασία 
 
Όλες οι τιμές των αποτελεσμάτων συνιστούν το μέσο όρο τουλάχιστον τριών 
ανεξάρτητων μετρήσεων ± τυπική απόκλιση (SD). Για τη στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό GraphPad Prism 6.  
Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο εκάστοτε δείγμα και το δείγμα-
μάρτυρα προσδιορίστηκαν με εφαρμογή του Student’s t-test (όταν συγκρίνονταν 2 
ομάδες αποτελεσμάτων). Σε κάθε περίπτωση, ως στατιστικά σημαντικές κρίθηκαν οι 






3.1 Το 3΄UTR του Stag2 mRNA αποτελεί στόχο αρκετών microRNAs 
 
Η διασταύρωση των αποτελεσμάτων, των δύο προγραμμάτων πρόβλεψης  πιθανών 
θέσεων αλληλεπίδρασης των microRNAs με το 3΄UTR του Stag2 mRNA (TargetScan 
και miRanda) έδειξαν ότι αποτελεί στόχο αρκετών microRNAs. Από αυτά τα 
microRNAs που προβλέφθηκαν, μελετήθηκαν περαιτέρω εκείνα τα οποία είχαν τη 
μεγαλύτερη συγγένεια και συμπληρωματικότητα ως προς τις βάσεις στην 
δισδιάστατη αλλά και ως προς την τρισδιάστατη μορφή με το mRNA του Stag2. Τα 




Εικόνα 8. Σχηματική αναπαράσταση του mRNA του Stag2, των microRNAs και των 
θέσεων πρόσδεσής τους στο mRNA του Stag2. Με τα χρωματιστά τρίγωνα 




3.2 Ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης 
 
Τα περισσότερα πειράματα έγιναν σε δύο κυτταρικές σειρές για μεγαλύτερη 
ακρίβεια και στατιστική σημαντικότητα. Οι δύο κυτταρικές σειρές ήταν τα HEK293A 
και U2OS κύτταρα. Τα HEK293A επιλέχθηκαν γιατί υπάρχει μεγάλη ενδογενής 
ποσότητα της STAG2 πρωτεΐνης και τα U2OS γιατί έχουν μεγάλη ενδογενή 
συγκέντρωση του miR-21.  
 Για να ελεγχθεί αν τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 αλληλοεπιδρούν με το 
3’UTR του mRNA του Stag2 και πιθανώς να οδηγούν στην μείωση του φυσιολογικά 
μέσω της RNA αποσιώπησης, κατασκευάστηκαν 2 φορείς psi-CHECKΤΜ2. Ο πρώτος  
περιείχε το αγρίου τύπου 3’UTR του Stag2 mRNA καθοδικά του γονιδίου της 
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λουσιφεράσης Renilla. Ο δεύτερος περιείχε μεταλλαγμένο το 3’UTR του Stag2 
mRNA έτσι ώστε να μην μπορούν να προσδεθούν πάνω του τα microRNAs. Με τον 
πρώτο φορέα psi-CHECKΤΜ2 που φέρει το αγρίου τύπου (wild-type) 3’UTR του Stag2 
περιμένουμε μείωση στην έκφραση της λουσιφεράσης με τα microRNA που 
στοχεύουν το 3’UTR του Stag2 mRNA, ενώ με τον δεύτερο φορέα psi-CHECKΤΜ2 που 
φέρει μεταλλαγμένο το 3’UTR του Stag2 δεν περιμένουμε να δούμε μείωση στην 
έκφραση της λουσιφεράσης επειδή τα microRNA δεν μπορούν να προσδεθούν 
πάνω του και έτσι επιβεβαιώνεται ότι η μείωση της έκφρασης της λουσιφεράσης 
του πρώτου φορέα γίνεται ειδικά από τα microRNA.    
  Το γονίδιο της λουσιφεράσης Firefly αποτέλεσε τον εσωτερικό μάρτυρα για την 
κανονικοποίηση του σήματος της λουσιφεράσης Renilla. Οι παραπάνω φορείς 
χρησιμοποιήθηκαν για την διαμόλυνση των κυττάρων HEK293A και U2OS μαζί με 
την προσθήκη των ολιγονουκλεοτιδίων (oligos) που μιμούνται την δράση των 
ενδογενών miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 (mimics) και έχουν την ίδια 
αλληλουχία με αυτά, καθώς και με την προσθήκη των ολιγονουκλεοτιδίων που είναι 
συμπληρωματικά με τα ενδογενή miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 με 
αποτέλεσμα να σταματάνε την δράση τους (inhibitors, anti-sense oligos). Ως 
μάρτυρες ελέγχου για την ομάδα ολιγονουκλεοτιδίων των mimics και των inhibitors 
microRNA χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικές γνωστές συνθετικές αλληλουχίες 
ολιγονουκλεοτιδίων, που είχαν ελάχιστη έως μηδενική συμπληρωματικότητα ως 
προς το 3’UTR του Stag2 αλλά και ως προς τα ενδογενή mRNA. Θεωρητικά, εάν τα 
microRNA αυτά έχουν ως στόχο το mRNA του Stag2, τότε θα περιμένουμε να δούμε 
μείωση σε σχέση με τους μάρτυρες ελέγχου, με την διαμόλυνση με τα mimics 
microRNA και αύξηση με τα inhibitors των ενδογενών microRNA, στα πειράματα της 
λουσιφεράσης, της Real-Time PCR και στο ανοσοστύπωμα κατά Western, στην 







3.2.1 Ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης στο wild-type 3’UTR 
του Stag2 
 
Τα αποτελέσματα της λουσιφεράσης στα κύτταρα HEK293A ως προς την ομάδα των 
mimics microRNA αποκάλυψαν ότι τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 
μειώνουν τα επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης σε σχέση με τους μάρτυρες 
ελέγχου κατά, 33.3%, 3.1%, 18.9% και 14.8% αντίστοιχα (Ραβδόγραμμα 1), ενώ στην 
ομάδα των inhibitors microRNA η έκφραση της λουσιφεράσης αυξήθηκε από τα 
miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 κατά 9.3%, 18%, 18.6% και 0% αντίστοιχα σε 
σχέση με το μάρτυρα ελέγχου (Ραβδόγραμμα 1).  
 
 
Ραβδόγραμμα 1. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης της 
λουσιφεράσης Renilla έπειτα από διαμόλυνση των HEK293A κυττάρων με τα mimics 
(αριστερά) και τα inhibitors (δεξιά) microRNA και του psi-CHECKTM2 που φέρει το 
αγρίου τύπου 3’UTR του Stag2 mRNA. Οι τιμές που παρουσιάζονται 
αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο 7 πειραμάτων (*= Ρ>0,05). 
 
 
Τα αποτελέσματα της λουσιφεράσης στα κύτταρα U2OS ως προς την ομάδα των 
mimics microRNA αποκάλυψαν ότι, τα miR-21, miR-22 και miR-101 μείωσαν τα 
επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου κατά, 
30.3%, 0.3% και 17.5% αντίστοιχα (Ραβδόγραμμα 3), ενώ στην ομάδα των inhibitors 
microRNA η έκφραση της λουσιφεράσης αυξήθηκε από τα miR-21, miR-22 και miR-
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Ραβδόγραμμα 2. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης της 
λουσιφεράσης Renilla έπειτα από διαμόλυνση των U2OS κυττάρων με τα mimics 
(αριστερά) και τα Inhibitors (δεξιά) microRNA και του psi-CHECKΤΜ2 που φέρει το 
αγρίου τύπου 3’UTR του Stag2 mRNA. Οι τιμές που παρουσιάζονται 
αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο 3 πειραμάτων (*= Ρ>0,05). 
 
 
3.2.2 Ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης στο mutant 3’UTR του 
Stag2 
 
Τα αποτελέσματα των πειραμάτων λουσιφεράσης χρησιμοποιώντας τον psi-
CHECKΤΜ2 φορέα που φέρει το μεταλλαγμένο 3’UTR του Stag2 δεν έδειξε μείωση 
στην έκφραση της λουσιφεράσης σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου. Αυτό σημαίνει 
ότι η μείωση που παρατηρήθηκε από τον πρώτο φορέα του αγρίου τύπου 3’UTR 
του Stag2 mRNA ήταν ειδική και οφειλόταν στην διαμόλυνση με το miR-21. Επίσης, 





Ραβδόγραμμα 3. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης του mRNA 
του Stag2 έπειτα από διαμόλυνση των HEK293A κυττάρων με τα mimics των 
microRNA. Οι τιμές που παρουσιάζονται αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο 3 
πειραμάτων (*= Ρ>0,05). 
 
 
3.3 Μελέτη της δράσης των microRNA στα ενδογενή επίπεδα του 
Stag2 mRNA 
 
Για τη μελέτη της δράσης που μπορεί να έχουν τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-
124 στα ενδογενή επίπεδα του Stag2 mRNA, έγινε διαμόλυνση των κυττάρων 
ΗΕΚ293Α με τα mimics και inhibitors των miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124  και 
στη συνέχεια απομονώθηκε το συνολικό RNA από τα κύτταρα. Κατόπιν έγινε 
αντίστροφη μεταγραφή και real-time PCR. Το γονίδιο του U6 rRNA και του GAPDH 
χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς, για την κανονικοποίηση των επιπέδων της 
έκφρασης του Stag2 mRNA στα διαφορετικά δείγματα. 
Τα αποτελέσματα της real-time PCR έδειξαν ότι τα ενδογενή επίπεδα του mRNA του 
Stag2 μειώνονται με την διαμόλυνση ορισμένων από τα mimics των microRNA στα 
HEK293A κύτταρα. Τα miR-21 και miR-22 ρίχνουν σημαντικά τα επίπεδα του mRNA 
του Stag2 κατά 23.1% και 37.9%, αντίστοιχα σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου, ενώ 
τα miR-101 και miR-124 δεν φαίνεται να έχουν κάποια στατιστικά σημαντική 






Ραβδόγραμμα 4. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης του mRNA 
του Stag2 έπειτα από διαμόλυνση των HEK293A κυττάρων με τα mimics των 
microRNA. Οι τιμές που παρουσιάζονται αντιπροσωπεύουν τον μέσο όρο 4 
πειραμάτων (*= Ρ>0,05). 
 
Τα αποτελέσματα της real-time PCR για τα επίπεδα του mRNA του Stag2 μετά τη 
διαμόλυνση των κυττάρων με inhibitors των microRNA δεν έδειξαν κάποια 
στατιστικά σημαντική αύξηση σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου (data not shown). 
Αυτό μάλλον οφείλεται στη μικρή συγκέντρωση των ενδογενών miR-21, miR-22, 
miR-101 και miR-124 στα κύτταρα HEK293A, με αποτέλεσμα να μην βλέπουμε 
μεγάλες διαφορές σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου. 
 
3.4 Μελέτη της δράσης των microRNA στα ενδογενή επίπεδα της 
πρωτεΐνης STAG2 
 
Για τη μελέτη της δράσης που μπορεί να έχουν τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-
124 στα ενδογενή επίπεδα της πρωτεΐνης STAG2, έγινε διαμόλυνση των κυττάρων 
ΗΕΚ293Α και U2OS με τα ολιγονουκλεοτίδια των mimics ή inhibitors των miR-21, 
miR-22, miR-101 και miR-124 και κατόπιν πραγματοποιήθηκε ανοσοστύπωμα κατά 
Western, χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης STAG2. Τα πειράματα 
αυτά έγιναν πάλι στις δύο κυτταρικές σειρές HEK293A και U2OS. Ως μάρτυρες 
ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν γνωστές αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων που έχουν 
μηδενική συμπληρωματικότητα ως προς το 3’UTR του Stag2 mRNA αλλά και ως 
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προς τα περισσότερα ενδογενή mRNA των κυττάρων. Η πρωτεΐνη GAPDH 
χρησιμοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς, για την κανονικοποίηση των επιπέδων 
των των πρωτεϊνών στα διαφορετικά δείγματα. Τα διαμολυσμένα κύτταρα 
επωάστηκαν για 48 ώρες σε θρεπτικό μέσο με FBS στους 37Co. 
Παρατηρήθηκε ότι η διαμόλυνση των κυττάρων HEK293A με τα mimics των 
microRNA, προκάλεσε μείωση στα επίπεδα της πρωτεΐνης STAG2 σε σχέση με το 
μάρτυρα ελέγχου. Πιο συγκεκριμένα τα miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124 
προκάλεσαν πτώση 46.6%, 46.3%, 20.5% και 39%, αντίστοιχα. Όμως, στατιστικά 
σημαντικά ήταν μόνο τα αποτελέσματα που πήραμε με τα miR-21 και miR-22 
(Εικόνα 8, Ραβδόγραμμα 5). Αντίθετα η διαμόλυνση με τα inhibitors των microRNA 
προκάλεσε μη σημαντική αύξηση στα επίπεδα της STAG2 πρωτεΐνης πιθανώς λόγο 
της μικρής συγκέντρωσης των ενδοκυτταρικών microRNA, miR-21, miR-22, miR-101 
και miR-124. 
   
 
Εικόνα 8. Απεικόνιση των ενδογενών επιπέδων της πρωτεΐνης STAG2 μετά από 
διαμόλυνση με τα mimics (αριστερά) ή τα inhibitors (δεξιά) των miR-21, miR-22, 
miR-101, miR-124 στα κύτταρα ΗΕΚ293A, με τη μέθοδο της ανοσοστύπωσης κατά 
Western. Το GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς, για την 





Ραβδόγραμμα 5. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης της 
πρωτεΐνης STAG2 έπειτα από διαμόλυνση με τα mimics (αριστερά) ή τα inhibitors 
(δεξιά) των miR-21, miR-22, miR-101 miR-124 στα κύτταρα ΗΕΚ293Α. 
 
 
Από τα παραπάνω αποτελέσματα έγινε φανερό ότι από τα 4 αυτά microRNA, πιο 
μεγάλη επίδραση στο mRNA και την πρωτεΐνη του Stag2 έχουν τα miR-21 και miR-
22. Οπότε, μελετήσαμε εκτενέστερα αυτά τα δύο microRNA.  
Στα U2OS κύτταρα παρατηρήθηκε ότι η διαμόλυνση των κυττάρων με τα  microRNA 
mimics, προκάλεσε μείωση στα επίπεδα της πρωτεΐνης STAG2 σε σχέση με τον 
μάρτυρα ελέγχου με τα miR-21, miR-22 και miR-21/22 να προκαλούν 54.4%, 53.8% 
και 60% μείωση, αντίστοιχα (Εικόνα 9, Ραβδόγραμμα 7). Αντίθετα η διαμόλυνση με 
τα inhibitors των microRNA προκάλεσε σημαντική αύξηση στα επίπεδα της STAG2 





   
 
Εικόνα 9. Απεικόνιση των ενδογενών επιπέδων της πρωτεΐνης STAG2 μετά από 
διαμόλυνση με τα miR-21, miR-22 και miR-21/22 mimics (αριστερά) ή τα αντίστοιχα 
inhibitors (δεξιά) στα κύτταρα U2OS, με τη μέθοδο της ανοσοστύπωσης κατά 
Western. Το GAPDH χρησιμοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς, για την 





Ραβδόγραμμα 6. Διαγραμματική απεικόνιση του ποσοστού έκφρασης της 
πρωτεΐνης STAG2 έπειτα από διαμόλυνση με τα mimics (αριστερά)  ή τα inhibitors 
(δεξιά) των miR-21, miR-22, miR-21/22 στα κύτταρα U2OS. 
 
 
3.5 Μελέτη της έκφρασης των ενδογενών επιπέδων των microRNAs 
και του Stag2 mRNA στις διάφορες κυτταρικές σειρές 
 
Έπειτα, έγιναν πειράματα για να ερευνήσουμε την ενδογενή ποσότητα του mRNA 
του Stag2 καθώς και των ενδογενών miR-21 και miR-22 ταυτόχρονα, ώστε να 
ερευνηθεί εάν υπάρχει όντως κάποια αρνητική συσχέτιση μεταξύ των ποσοτήτων 
αυτών φυσιολογικά. Για τη μελέτη των προτύπων έκφρασης των miRNAs και του 
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Stag2 mRNA σε διάφορες κυτταρικές σειρές, έγινε απομόνωση RNA από τις 
αντίστοιχες σειρές. Σχεδόν όλες οι κυτταρικές σειρές προέρχονται από ανθρώπινα 
καρκινικά κύτταρα, καθώς και φυσιολογικά κύτταρα αλλά και κύτταρα από πίθηκο, 
αρουραίο και ποντίκι. Αρχικά, απομονώθηκε το RNA των κυτταρικών σειρών 
ακολούθησε αντίστροφη μεταγραφή και RT-PCR χρησιμοποιώντας αντίστροφους 
εκκινητές, ειδικούς για το Stag2 mRNA και τα ώριμα miR-21 και miR-22. Τα γονίδια 
του U6 rRNA και του GAPDH χρησιμοποιήθηκαν ως γονίδια αναφοράς, για την 
κανονικοποίηση των επιπέδων της έκφρασης του Stag2 mRNA και των miRNAs στα 
διαφορετικά δείγματα. Η ποσοτικοποίηση έγινε με τις σχετικές ποσότητες των 
Stag2, miR-21 και miR-22 ως ποσοστό επί τοις εκατό ανάμεσα στις διάφορες 
κυτταρικές σειρές (Εικόνα 10). 
Παρατηρήθηκε ότι στα HEK293A κύτταρα έχουμε μικρή σχετικά ενδογενή ποσότητα 
από τα miR-21 και miR-22 σε σχέση με την ποσότητα του mRNA του Stag2, ενώ στα 
U2OS κύτταρα υπάρχει μεγάλη σχετική ενδογενής ποσότητα από τα miR-21 και miR-
22 και μικρή του Stag2 mRNA. Γενικότερα, παρατηρήθηκε μια αντίστροφη σχέση 
ανάμεσα στις ποσότητες του mRNA του Stag2 και των miR-21 και miR-22, κάτι το 
οποίο είναι μία ένδειξη ότι τα επίπεδα του STAG2 ελέγχονται φυσιολογικά από 
αυτά τα microRNA. Επιπλέον, βλέπουμε ότι η έκφραση του miR-21 είναι 
μεγαλύτερη από αυτή του miR-22 στις διάφορες καρκινικές κυτταρικές σειρές, όπως 







Εικόνα 10. Απεικόνιση της σχετικής έκφρασης των ενδογενών επιπέδων του Stag2 
mRNA και των miR-21 και miR-22 στις 47 διαφορετικές κυτταρικές σειρές, με Real 
Time PCR. Το γονίδιο του U6 rRNA και του GAPDH χρησιμοποιήθηκαν ως γονίδια 
αναφοράς, για την κανονικοποίηση των επιπέδων της έκφρασης του Stag2 mRNA 






Το σύμπλοκο των κοχεσινών το οποίο περιγράφηκε πρώτα το 1997, είναι 
απαραίτητο για την διασφάλιση, του σωστού διαχωρισμού των αδελφών 
χρωματίδων, στη δομή της χρωματίνης, στην έκφραση γονιδίων και στην 
επιδιόρθωση του DNA [1], [2]. Το σύμπλοκο αυτό αποτελείται από τις πρωτεΐνες 
SMC1, SMC3, RAD21 και μία από τις SCC3, είτε STAG1, είτε STAG2 [41], [42]. Μετά 
από την ανακάλυψη των μεταλλάξεων στο σύμπλοκο των κοχεσινών το 2008, 
πολλές έρευνες έχουν δείξει ότι η απενεργοποίηση ενός ή πολλών γονιδίων των 
κοχεσινών είναι ένα σημαντικό και κοινό συμβάν στην παθογένεση πολλών 
ανθρώπινων καρκίνων [27]. Από αυτά τα γονίδια, το πιο συχνά μεταλλαγμένο ήταν 
αυτό του Stag2 το οποίο βρέθηκε μεταλλαγμένο σε πολλούς καρκίνους 
καθιστώντας το ένα σημαντικό ογκοκατασταλτικό γονίδιο [6], [62]. Όμως, δεν είναι 
γνωστός μέχρι σήμερα ο τρόπος με τον οποίο οι μεταλλάξεις ή η απώλεια 
λειτουργίας του Stag2 μπορεί να οδηγήσουν στον καρκίνο. Οι αρχικές μελέτες 
έδειξαν ότι μεταλλάξεις στο γονίδιο αυτό οδηγούν στην δημιουργία κυττάρων με 
ανευπλοειδία λόγω του μη σωστού διαχωρισμού των χρωμοσωμάτων [52]. 
Μετέπειτα έρευνες έδειξαν ότι υπάρχει μικρή συσχέτιση μεταξύ της μετάλλαξης του 
Stag2 στην δημιουργία ανευπλοειδίας και ότι πιθανά η STAG2 πρωτεΐνη είναι 
αναγκαία γενικότερα στην γονιδιακή ρύθμιση με απορρύθμιση αυτής να οδηγεί στο 
καρκίνο [55]. Είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθούν περαιτέρω έρευνες πάνω στο 
σύμπλοκο των κοχεσινών ώστε να γίνει κατανοητός ο μοριακός μηχανισμός με τον 
οποίο δρα αυτό το μόριο ’κλειδί’ στην βιοχημεία και στον φαινότυπο του καρκίνου. 
Είναι γνωστό ότι τα microRNA παίζουν σημαντικό ρόλο στη δημιουργία του 
καρκίνου ρυθμίζοντας ογκογόνα και ογκοκατασταλτικά γονίδια και βρίσκονται 
πολλές φορές είτε υπερεκφρασμένα είτε υποεκφρασμένα στους διάφορους 
καρκίνους  [132]. Έτσι, ο σκοπός αυτής της εργασίας ήταν να εξεταστεί εάν υπάρχει 
κάποιος μηχανισμός ρύθμισης του mRNA του Stag2 από microRNA.  
Με βιοπληροφορική ανάλυση βρέθηκε ότι το 3’UTR του Stag2 mRNA είναι στόχος 
από πολλά microRNA αλλά εμείς ασχοληθήκαμε με αυτά που είχαν την μεγαλύτερη 
συμπληρωματικότητα και συγγένεια ως προς το 3’UTR του Stag2 mRNA  δηλ. τα 
miR-21, miR-22, miR-101 και miR-124.  
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Η ανάλυση με τη μέθοδο της λουσιφεράσης κάνοντας χρήση του φορέα με αγρίου 
τύπου Stag2 3’UTR ανέδειξε το mRNA του Stag2 ως πιθανό στόχο από τα miR-21, 
miR-101 και miR-124 μετά την διαμόλυνση των κυττάρων με τα mimics και 
inhibitors των microRNA (Ραβδόγραμμα 1-2). Η ανάλυση με τη μέθοδο της 
λουσιφεράσης και τον φορέα που έφερε το μεταλλαγμένο 3’UTR του Stag2, 
επιβεβαίωσε ότι το miR-21 ασκεί τη δράση του άμεσα καθώς προσδένεται στο 
αγρίου τύπου 3’UTR του Stag2. Για το miR-22 τα αποτελέσματα δεν ήταν τόσο 
ξεκάθαρα. 
 Στη συνέχεια με την ανάλυση της real-time PCR βρέθηκε ότι μόνο τα miR-21 και 
miR-22 μειώνουν τα επίπεδα του mRNA του Stag2 (Ραβδόγραμμα 3). Με αυτά τα 
αποτελέσματα φαίνεται ότι τα miR-21 και miR-22 συμμετέχουν στην ρύθμιση του 
Stag2. Το miR-21 ρυθμίζει αρνητικά το mRNA του Stag2 άμεσα μέσω της 
συμπληρωματικότητας με αυτό, αλλά το miR-22 φαίνεται ότι ρυθμίζει την έκφραση 
του Stag2 mRNA όχι μέσω της συμπληρωματικότητας με αυτό αλλά με άλλους 
έμμεσους τρόπους. Αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι το miR-22 δεν μειώνει τα 
επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης και άρα δεν προσδένεται στο 3’UTR του Stag2 
mRNA, αλλά μειώνει τα επίπεδα του mRNA στο πείραμα της real-time PCR με 
κάποιον άλλο μηχανισμό.  
Έπειτα, με την ανάλυση κατά Western βρέθηκε ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης του 
STAG2 μειώνονται σημαντικά πάλι μόνο από τα mimics των miR-21 και miR-22 
καθώς και υπάρχει σημαντική αύξηση με τα inhibitors miR-21 και miR-22 
υποδηλώνοντας έτσι ότι αυτά τα δύο miRNA τελικά ρυθμίζουν τα επίπεδα του 
mRNA του Stag2 και της πρωτεΐνης STAG2 (Ραβδόγραμμα 4-5). Τέλος, ερευνήσαμε 
τα ενδογενή επίπεδα του mRNA του Stag2 και των ώριμων miR-21, miR-22 σε 47 
διαφορετικές κυτταρικές σειρές με real-time PCR για να ερευνηθεί εάν υπάρχει 
σχέση μεταξύ των ενδογενών ποσοτήτων αυτών. Βρέθηκε ότι υπάρχει μια 
αντιστρόφως ανάλογη σχέση μεταξύ των ενδογενών επιπέδων του mRNA του Stag2 
και των miR-21, miR-22 υποδηλώνοντας έτσι ότι τα microRNA αυτά ρυθμίζουν 
αρνητικά το mRNA του Stag2.  Συμπερασματικά, βρέθηκε ότι το γονίδιο του Stag2 
μπορεί να ρυθμίζεται μετα-μεταγραφικά από τα miR-21 και miR-22 και ότι μπορεί 
απορρύθμιση αυτού του μηχανισμού να παίζει ρόλο στην αποσιώπηση της 
έκφρασης του Stag2 στο καρκίνο. 
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4.1 Μελλοντικές Μελέτες 
 
Όλα τα παραπάνω πειράματα είναι ισχυρές ενδείξεις ότι τα miR-21 και miR-22 
προσδένονται στο 3’ άκρο του mRNA του Stag2 και ρυθμίζουν αρνητικά τα mRNA 
και πρωτεϊνικά επίπεδα του Stag2. 
Μία περαιτέρω μελέτη που θα μπορούσε να γίνει είναι η ανάλυση των κυττάρων με 
καρυότυπο ώστε να ερευνηθεί εάν τα miR-21 και miR-22 είναι ικανά να 
προκαλέσουν χρωμοσωμική αστάθεια και ανευπλοειδία στα κύτταρα μέσω της 
αποσιώπησης του Stag2. Αυτό μπορεί να πραγματοποιηθεί με την διαμόλυνση των 
κυττάρων με τα mimics και inhibitors των miR-21 και miR-22 και να γίνει ανάλυση 
του καρυότυπου των κυττάρων αυτών. Τα αποτελέσματα που περιμένουμε να 
πάρουμε θα είναι ότι με τα mimics των miR-21 και miR-22 θα δούμε περισσότερα 
κύτταρα με ανευπλοειδίες σε σχέση με τον μάρτυρα ελέγχου, ενώ με τα inhibitors 
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